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1. Ursprünge der modernen Krebs-Chemotherapie 
Die Entdeckung der frühen Antitumorwirkstoffe erfolgte aufgrund ihrer toxischen Eigen-
schaften. Unter dem Codenamen HN2 war Stickstofflost (Methyl-bis(2-chlorethyl)amin-
hydrochlorid) die erste Substanz, die klinisch geprüft wurde [1]. Die Leitverbindung S-Lost 
(Bis(2-chlorethyl)thioether) wurde schon 1854 synthetisiert [2] und kam im Juni 1917 erst-
mals als chemischer Kampfstoff unter der Bezeichnung Gelbkreuz zum Einsatz [3]. Neben 
der typischen Wirkung auf die Haut, an der vorwiegend serös-eitrige Entzündungen und 
tiefe Nekrosen hervorgerufen werden, schädigt Senfgas die Augen und Atemwege. 
Darüber hinaus kommt es durch Resorption der Kampfstoffe vom Losttyp über die Haut 
und die Schleimhäute dosisabhängig zu allgemeintoxischen Wirkungen am hämatopoeti-
schen und lymphatischen System, an der Magen-Darm-Schleimhaut, den Gonaden und dem 
Zentralnervensystem [3]. Die Auswirkungen der systemischen Senfgasvergiftung wie Leu-
kozytopenie, Knochenmarksaplasie, Auflösung lymphatischer Organe und Ulzerationen im 
Gastrointestinaltrakt, also auf Organsysteme, die vorwiegend aus schnell proliferierenden 
Zelltypen bestehen, wurden von Krumbhaar und Krumbhaar bereits 1919 erkannt [4]. Zwi-
schen den beiden Weltkriegen wurden die chemischen und biologischen Eigenschaften der 
Lost-Derivate aus militärischem Interesse eingehend untersucht. 
1935 machte Berenblum die Beobachtung, daß Senfgas in der Lage war, die Entstehung 
chemisch induzierter Tiertumoren zu verhindern [5]. Die entscheidende Frage, ob es mög-
lich wäre, Tumorzellen abzutöten, ohne gleichzeitig den Wirt tödlich zu vergiften, wurde 
aber erstmals von den Pharmakologen Alfred Gilman und Louis S. Goodman an der Yale 
Universität gestellt. Sie untersuchten die Toxizität und Pharmakokinetik von Stickstofflost 
nach intravenöser Gabe im Tiermodell und beobachteten Remissionen bei Lymphosarko-
men, die in Mäuse implantiert worden waren. 
Bald darauf führte im Jahr 1942 Gustav Lindskog in Yale die erste klinische Studie mit 
Stickstofflost an einem Patienten durch, der an einem schnell wachsenden malignen Lym-
phom erkrankt war [2]. Dabei kam es zu einer vollständigen, aber nur vorübergehenden 
Tumorremission. 1943 wurden die Untersuchungen auf den Morbus Hodgkin ausgedehnt. 
Diese Tumoren sprachen ebenfalls auf die Behandlung an. 
Die Folge davon war, daß am Sloan-Kettering Institut in New York ein Krebs-Chemothera-
pie Programm ins Leben gerufen wurde [6]. Als Bestandteil des "Chemical Warfare Pro-
gramms" unterlagen diese Studien der strengen Geheimhaltung, so daß die Ergebnisse erst 
1946 veröffentlicht wurden [7]. Die Ära der modernen Chemotherapie maligner Tumoren 
hatte damit begonnen. 
2. Stellenwert der Chemotherapie bei der Behandlung maligner Tumoren 
Lange Zeit konnten Tumoren nur lokal durch chirurgischen Eingriff oder Bestrahlung be-
handelt werden. Generalisierte Erkrankungen, wie Leukämien und maligne Lymphome oder 
Metastasen, die in fortgeschrittenen Stadien der meisten bösartigen Neubildungen das ei-
gentliche Problem darstellen, wurden durch diese Maßnahmen überhaupt nicht erreicht. 
Die Entwicklung systemisch wirksamer Arzneimittel führte deshalb zu einer wesentlichen 
Erweiterung der Möglichkeiten in der Tumortherapie. Die Chemotherapie maligner Tumo-
ren hat erheblich zur heute erreichten Verbesserung der Behandlungsergebnisse beigetragen. 
Die positiven Auswirkungen der Chemotherapie spiegeln sich in der relativen Überlebens-
rate der Krebspatienten wider [8]. Heute beträgt die 5-Jahres-Überlebensrate in den USA 
annähernd 50%, in den frühen 60-er Jahren, also vor der Verbreitung der zytostatischen 
Therapie, war sie mit 40% signifikant niedriger. 
Tatsächlich können 12% der Krebsarten des Menschen durch Chemotherapie "geheilt" wer-
den [8]. Unter "Heilung" versteht man in diesem Zusammenhang, daß die Patienten so 
lange ohne Rückfall leben, daß sich das Rückfallrisiko dem Wert 0 nähert; d. h. solche Pa-
tienten weisen nach der Behandlung ihrer bösartigen Erkrankung eine der vergleichbaren 
gesunden Bevölkerung entsprechende Lebensspanne auf [9]. Aus Gründen der Praktikabili-
tät verzichten jedoch viele Onkologen auf den Ausdruck "kurativ" im strengen Sinne und 
wählen die Bezeichnung "long-term disease free survival". 
Zu den durch Chemotherapie (z. T. in Kombination mit chirurgischen und radiotherapeuti-
schen Maßnahmen) "heilbaren" Tumorformen gehören: Das Chorionkarzinom bei der Frau, 
akute lymphatische und myeloische Leukämien, M . Hodgkin, Non-Hodgkin-Lymphome 
von hohem Malignitätsgrad, diffuse histiozytäre Lymphome, Burkitt-Lymphome, Wilms-
Tumoren, das Ewing-Sarkom, das embryonale Rhabdomyosarkom, das Retinoblastom bei 
Kindern, testikuläre Karzinome, Seminome und Mycosis fungoides [8, 9]. 
Trotz der guten Therapieresultate bei Hämoblastosen und mesenchymalen Tumoren wurden 
die großen Erwartungen, die in die Chemotherapie gesetzt worden sind, bis jetzt nur teil-
weise erfüllt [10, 11]. Die erwähnten Tumoren repräsentieren leider nur einen kleinen An-
teil der menschlichen Malignome. Die soliden epithelialen Tumoren, d. h. die Karzinome, 
die den Großteil der Krebserkrankungen ausmachen, sind entweder chemotherapieresistent 
oder sprechen nur mit einer vorübergehenden Remission auf eine zytostatische Behandlung 
an [2, 8-10]. Mit anderen Worten: Durch Zytostatika können derzeit nur relativ wenige 
Patienten geheilt werden, da die häufigsten Krebsarten, wie das metastasierte Mammakarzi-
nom, das Prostata- und Ovarialkarzinom und das Bronchialkarzinom mit den derzeit zur 
Verfügung stehenden Chemotherapeutika nicht kurativ behandelt werden können. 
3. Klinisch verfügbare Medikamente 
Seit ihrer Einführung in die Klinik Mitte der 40-er Jahre hat die Anzahl der kommerziell 
erhältlichen Arzneimittel im Laufe der Zeit kontinuierlich zugenommen. In den USA sind 
momentan 42 Wirkstoffe zugelassen [2]. In dieser Zahl sind Wirkstoffe, die zur Behandlung 
einiger hormonsensitiver Tumoren verwendet werden wie Nebennierenrindenhormone 
(Cortison, Prednison), Androgene (Testosteron), Östrogene (Dietylstilböstrol), Gestagene 
(Progesteron) und adrenocorticotropes Hormon (ACTH) nicht enthalten. Hinzu kommen 
eine Reihe von Substanzen, die sich in den verschiedenen Phasen der klinischen Prüfung 
befinden. 
Keines der bisher verfügbaren Antitumormittel ist jedoch universell einsetzbar, und einige 
finden nur bei wenigen, ganz speziellen Krebsarten Anwendung. Beispielsweise kommt 
Procarbacin hauptsächlich beim M . Hodgkin zum Einsatz, L-Asparaginase ist nur bei der 
akuten lymphatischen, Busulfan hingegen bei der chronischen myeloischen Leukämie indi-
ziert. 
Die Entwicklung neuartiger, spezifisch wirkender und besser verträglicher Medikamente, 
insbesondere zur kurativen Behandlung solider Tumoren, ist demnach dringend erforder-
lich. 
IL ENTWICKLUNG VON ARZNEIMITTELN FÜR DIE KREBSTHERAPIE 
Am National Cancer Institute (NCI) der USA ist das Auffinden und die präklinische Ent-
wicklung neuer Antikrebsmittel Aufgabe des seit 1955 bestehenden Developmental Thera-
peutic Programms (DTP) innerhalb der Division of Cancer Treatment (DCT) [12]. Die Or-
ganisationsstruktur der DCT [13] und die verschiedenen Stadien bei der Entwicklung neuer 
Medikamente für die Krebstherapie sind in mehreren Übersichtsartikeln ausführlich be-
schrieben [12-15]. Unter der Bezeichnung "Drug Development" werden im engeren Sinne 
die einzelnen vorklinischen Stationen zusammengefaßt. 
Dieser Begriff wird aber oft umfassender gebraucht, und man versteht darunter alle Phasen 
der Entwicklung eines Medikaments, von der Entdeckung eines neuen Wirkstoffs bis zur 
klinischen Prüfung einer entsprechenden Arzneimittelformulierung. Als Synonym wird auch 
häufig der Ausdruck "Screening Programm" verwendet [12], obwohl das eigentliche Scree-
ning nur ein Bestandteil des vorklinischen Entwicklungsprozesses ist. Nach den DCT-
Richtlinien ist Screening definiert als derjenige Prozeß, durch welchen eine große Anzahl 
von Substanzen in experimentellen Testsystemen beurteilt wird. 
Die Testsysteme müssen so beschaffen sein, daß die unwirksamen Verbindungen und damit 
der Großteil der Substanzen, schnell eliminiert werden, um diejenigen Stoffe mit dem 
höchsten Potential an klinischer Aktivität als wirksam zu erkennen [15]. 
Diese Definition für Screening impliziert, daß neben den geeigneten Testsystemen auch eine 
Vielzahl von Testsubstanzen zur Verfügung steht. 
1. Herkunft der Substanzen 
Wie in der Arzneimittelforschung üblich [16], wird auch bei der Suche nach neuen Antitu-
morwirkstoffen gleichzeitig nach unterschiedlichen Strategien vorgegangen. Unter den heute 
in der Klinik verfügbaren Zytostatika befinden sich solche, die durch empirisches Vorgehen 
beim Screening von Naturprodukten oder Chemikalien entdeckt, und solche, die nach einem 
rationalen Konzept entwickelt worden sind [14]. Für die 13% der Wirkstoffe, die rein 
zufallig gefunden wurden [17], ist Cisplatin ein Paradebeispiel [18]. 
1.1. Screening von Naturprodukten und Chemikalien 
Im Rahmen gewaltiger Anstrengungen wurde etwa die Hälfte aller Antitumormedikamente 
durch systematisches Screening von Pflanzenextrakten, mikrobiellen Fermentationsproduk-
ten (u. a. auch aus tropischem und marinem Material) und synthetischen Substanzen wie In-
dustriechemikalien entdeckt [17]. 
1.2. Synthese neuer Verbindungen 
Bei der durchdachten Entwicklung neuer Wirkstoffe wurden unterschiedliche Wege be-
schritten: 
(I) Einerseits wurden neuartige Substanzen synthetisiert, die entweder in ganz bestimmte 
Stoffwechselwege der Tumorzellen störend eingreifen oder die Wechselwirkung essentieller 
körpereigener Stoffe mit Makromolekülen gezielt verändern. Zu diesen Medikamenten ge-
hören die Antimetaboliten und die Steroidhormone, die zusammen 24% der Antitumormittel 
ausmachen [17]. 
(II) Andererseits wurden bereits als wirksam erkannte Strukturen chemisch verändert, in der 
Hoffnung ihre Antitumoraktivität dadurch zu verbessern. Der Anteil der durch Analogsyn-
thesen gewonnenen Chemotherapeutika beträgt zur Zeit 17%. Dazu gehören u. a. Melpha-
lan und Carboplatin [17]. 
2. Kriterien für die Entwicklung neuer Analoga 
An die Synthese und Weiterentwicklung neuer Analoga werden besondere Anforderungen 
gestellt. Derivate, die von Wirkstoffen abgeleitet sind, welche sich bereits im klinischen 
Einsatz befinden, sollten sich gegenüber der Leitsubstanz durch mindestens einen der nach-
stehend aufgeführten Vorteile auszeichnen [15]: 
(I) Erhöhte Aktivität in geeigneten Testsystemen 
(II) Geringere akute und chronische Toxizität 
(III) Breiteres Wirkungsspektrum gegen unterschiedliche Tumormodelle, ein-
schließlich transplantierbarer, chemisch induzierter und spontan entstande-
ner Tumoren 
(IV) Wirksamkeit bei primärresistenten Tumoren oder Verzögerung bzw. Verhin-
derung der Entwicklung einer Sekundärresistenz 
(V) Bessere pharmakokinetische Eigenschaften, wie länger anhaltende Blut- und 
Gewebespiegel, vorteilhaftere Formulierung infolge verbesserter Löslichkeit 
und erhöhte Stabilität oder orale Applizierbarkeit (wenn die Leitsubstanz nur 
parenteral eingesetzt werden kann) 
(VI) Bessere Kombinationsmöglichkeiten mit anderen Medikamenten oder Be-
strahlung 
(VII) Verbesserte antimetastatische Qualität 
(VIII) Niedrigere Mutagenität und Karzinogenität 
(IX) Geringere immunsuppressive Wirkung 
Dadurch ist die Vorgehensweise bei der Beurteilung neuer Analoga bereits vorgegeben, so 
daß ihre vorklinische Prüfung einen Spezialfall darstellt. 
ffl. TESTSTRATEGIEN ZUR AUFFINDUNG UND PRÜFUNG NEUER WIRK-
STOFFE 
Unabhängig von der Herkunft des zu prüfenden Materials ist letztendlich das Verhalten ei-
ner Substanz in präklinischen Testsystemen entscheidend dafür, ob sie als potentielles neues 
Antikrebsmittel für eine Weiterentwicklung in Frage kommt [12, 14]. 
Ein Blick auf die historische Entwicklung der am NCI praktizierten Teststrategien und die 
dafür verwendeten Modellsysteme verdeutlicht die damit verbundenen Probleme. Die Test-
konzepte und Testmodelle, mit deren Hilfe Substanzen für die klinische Prüfung ausgewählt 
wurden, sind seit 1955, dem Erscheinungsjahr des Gellhorn-Hirschberg-Reports, auffallig 
oft und teilweise sogar grundlegend geändert worden [12-15, 19-35]. 
1. Grundlagen 
Beim erwähnten Gellhorn-Hirschberg-Report [36] handelt es sich um eine umfassende Ana-
lyse von in-vitro- und in-vivo-Screeningsystemen zur Beurteilung der Wirkung antineo-
plastischer Substanzen. Unter den Überschriften "Biochemische Synthese", "Mikrobiolo-
gie", "Differenzierung und Entwicklung" und "Experimentelle Tumoren" beinhaltet die 
Auflistung 74 biologische Testsysteme. Ziel dieser Studie war es, grundlegende Informa-
tionen zur Auswahl "geeigneter Screeningsysteme" für das "Drug Development Program" 
am NCI zu liefern. In diesem Zusammenhang sind zwei Schlußfolgerungen wichtig: 
(I) Es gibt keinen Hinweis, daß ein "Tumorsystem" durch ein "Nicht-Tumorsystem" ersetzt 
werden kann. 
(II) Es ist nicht zu erwarten, daß ein einziges Tumormodell ausreicht, um alle Substanzen, 
die für eine Weiterentwicklung in Frage kommen, als wirksam zu erkennen. 
Die logische Folge davon ist, daß die Verwendung eines Spektrums unterschiedlicher Tu-
moren zu einer entscheidenden Verbesserung des Screeningsystems führt. 
2. Teststrategien 
Die Vorgehensweise bei der Suche nach neuen, wirksameren Antitumormitteln hängt davon 
ab, unter welchem Aspekt man Krebs betrachtet. Je nach Betrachtungsweise lassen sich 
grundsätzlich zwei verschiedene Strategien festlegen [26], die sich aber gegenseitig nicht 
unbedingt ausschließen und sich wie folgt darstellen: 
2.1. Substanzorientierte Testung 
Dieses Konzept basiert auf der Vorstellung, daß die außerordentlich komplexen und vielge-
staltigen Krebsformen viele zellbiologische und biochemische Gemeinsamkeiten besitzen. 
Ein Indiz dafür ist z.B. die Tatsache, daß die Hybridisierung von Krebszellen mit normalen 
Zellen - wie die sog. Hybridomatechnik zur Herstellung monoklonaler Antikörper - fast 
immer zu entarteten Zellen führt [23]. Die übliche kollektive Krebsdefinition [37] stützt 
sich ebenfalls auf gemeinsame Malignitätskriterien. 
Hinter dem Begriff "substanzorientiert" steckt die Idee eines gezielten Angriffs der gesuch-
ten Wirkstoffe an Orten, die für alle - oder zumindest die meisten - Krebsarten kennzeich-
nend sind [26], Demzufolge beschränkte sich die vorklinische Prüfung neuer Substanzen 
lange Zeit nur auf ein einziges in-vivo-Tumormodell, die Mäuseleukämien L1210 [14, 20, 
27] bzw. P388 [23]. In dieser Extremform entspricht die sog. "substanzorientierte" Testung 
nicht der oben diskutierten zweiten Schlußfolgerung aus dem Gellhorn-Hirschberg-Report. 
2.2. Krankheitsorientierte Testung 
Der Ausgangspunkt für eine "krankheitsorientierte" Arzneimittelentwicklung ist das Vor-
handensein biologischer und damit biochemischer Besonderheiten, die mit ganz bestimmten 
Tumorerkrankungen vergesellschaftet sind [26]. Derartige, für einen Krebstyp spezifische 
Eigenarten können etwa die Wachstumsregulation [38, 39], den Hormonrezeptorgehalt [40], 
das Metastasierungsverhalten [41], die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix [42], 
den Membrantransport von Chemotherapeutika [43, 44] oder die Zytostatikaresistenz [45-
47] betreffen. Ein konkretes Beispiel ist die Hormonsensitivität bestimmter Mamma-, 
Endometrium- und Prostatakarzinome [48]. 
Die Nutzung solcher, auf ganz bestimmte Krebsformen beschränkter Eigenschaften für die 
Wirkstoffprüfung sollte zur Auffindung neuer spezifischer Antitumormittel führen. 
Für die Praxis bedeutet dies, daß die zu testenden Substanzen nicht nur wie im Falle der 
"substanzorientierten" Testung" an einem "allgemeinen Tumormodell" wie der L1210- oder 
P388-Leukämie, sondern schwerpunktmäßig an solchen Tumorarten untersucht werden, die 
auf eine Substanz oder eine Verbindungsklasse optimal ansprechen. 
3. Notwendigkeit zur Verbesserung der Testmethoden 
In einem begleitenden Leitartikel zu einer Analyse der Phase-Ii-Aktivität von 83 zytotoxi-
schen Substanzen [49], deren klinische Prüfung zwischen 1970 und 1985 vom NCI veran-
laßt wurde, betont Muggia nochmals ausdrücklich die fehlende Wirksamkeit an soliden Tu-
moren [50] und schlußfolgert: " . . . one must conclude that the criteria for identifying new 
drugs for clinical development in the National Cancer Institute screens from 1970 to 1985 
are unsatisfactory for the detection of clinically useful drugs against these common human 
Cancers." 
Für das weitgehende Versagen der bisher verwendeten Testsysteme wurden als Ursachen 
diskutiert [23, 27, 33]: 
(I) Falsche Vorstellungen über die Zweckmäßigkeit von Mäuseleukämien als allgemeines 
Modell für alle menschlichen Krebsarten 
(II) Unsicherheiten über die Bedeutung solider Nagertumoren als Bestandteil eines Scree-
ningsystems für die Identifizierung neuer Antitumormittel 
(III) Bevorzugung der verwendeten Tumoren in der Aszitesform und damit Mißachtung der 
Pharmakokinetik einer Substanz im i.p./i.p.-Modell 
(IV) Verwendung besonders empfindlicher Tumormodelle an Stelle von resistenten Tumo-
ren, welche die klinische Situation bei der Behandlung ekto- und entodermaler Tumoren 
besser repräsentieren. Die Benutzung allogener Tumoren (z.B. Walker-256-Karzinosarkom, 
Ehrlich-Aszites-Karzinom und Sarkom-180) erscheinen wegen der Immunreaktionen des 
Wirts, die gelegentlich auch ohne Behandlung zu spontanen Remissionen führen, aus heuti-
ger Sicht für Screeningzwecke unzweckmäßig. 
Aufgrund der Unzulänglichkeiten der bisherigen Testsysteme war und ist die kontinuierliche 
Verbesserung, Weiterentwicklung und Verfeinerung der präklinischen Testmodelle, mit 
dem Ziel, die klinische Voraussagekraft zu erhöhen, eine entscheidende Voraussetzung für 
die Entwicklung besserer Arzneimittel [14]. 
Wegen der mangelhaften klinischen Prädiktivität der verwendeten Nagertumoren als in-
vivo-Modelle für die Therapie epithelialer Tumorerkrankungen wurde das Screening-Pro-
gramm am NCI vor kurzem durch den Einsatz menschlicher Tumorzellinien entscheidend 
umgestellt [22, 24-26, 28-31, 51-53], nachdem man zu der Ansicht gekommen war [14]: 
"1t is unlikely that a perfect nonhuman model of human Cancer will he found 
Von den früheren, reinen in-vivo-Systemen unterscheidet sich das neue Konzept prinzipiell 
dadurch, daß der damalige Eingangstest an der murinen Leukämie P388 durch eine in vitro 
Testung an einem breit gefächerten Spektrum menschlicher Zellinien ersetzt wurde. In die-
ser Zusammenstellung sind jetzt die wichtigsten Arten solider epithelialer Tumoren durch 
eine Reihe gut charakterisierter, menschlicher Tumorzellinien repräsentiert. Substanzen, die 
aufgrund eines selektiven Wirkprofils bei der in-vitro-Testung interessant erscheinen, gehen 
dann entweder direkt in die klinische Prüfung oder werden vorher noch an thymusaplasti-
schen Mäusen, welche diejenigen Tumorzellinien tragen, die in vitro auf die Testsubstanz 
ansprachen, weiter untersucht [54]. 
Dieser beginnende Wandel der "Testphilosophie" war Ausgangspunkt für die eigenen Un-
tersuchungen. Die gegenwärtigen Entwicklungen am NCI [28, 30, 31, 55] und bei der 
EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer) [35, 56] wurden in 
der vorliegenden Arbeit besonders berücksichtigt [32-34]. 
V. Das neue in-vitro-/in-vivo-Konzept 
Neben dem Design neuer Wirkstoffe und ihrer Synthese ist die wichtigste Aufgabe der Arz-
neimittelforschung die Feststellung der Wirkung an Modellen, die der klinischen Situation 
möglichst nahe kommen. Nur so ist eine Übertragbarkeit der präklinischen Befunde gewähr-
leistet. 
Krebschemotherapeutika sind aber nicht in allen Tumormodellen (z. B. Leukämie, Mamma-
karzinom, Hodenkarzinom) gleich stark wirksam. Sie zeigen häufig eine bevorzugte Wir-
kung nur gegenüber einem Tumortyp [57]. 
Diese Beobachtung hat die Arzneimittelforschung ermutigt, den Versuch zu unternehmen, 
Chemotherapeutika für die Behandlung einer ganz speziellen Krebserkrankung (z. B. 
Mamma-, Ovarial- und Prostatakarzinom, Malignes Melanom) zu entwickeln. 
Seit einigen Jahren stehen für die experimentelle Krebsforschung Tierversuchsmodelle zur 
Verfügung, bei denen menschliche Tumoren als Transplantate eingesetzt werden [58-60]. 
Nach Meinung der Experten lassen diese Modelle eher die Voraussage einer Wirkung am 
Menschen zu, als die bisher benutzten Nagertumormodelle. 
Nach unserer Auffassung ist eine erfolgreiche Wirkstoffentwicklung für die Krebstherapie 
nur dann möglich, wenn sie sich auf eine spezielle Tumorerkrankung konzentriert. Entspre-
chend dieser neuen Zielsetzung nahmen wir eine Umstellung im Aufbau der Testanordnung 
vor und etablierten das nachfolgend beschriebene System. 
Anstelle eines breiten Spektrums unterschiedlicher Tumorarten wie Leukämien, Lungen-, 
Nieren-, Colon-, Mamma-, Ovarial-, Prostatakarzinome, Melanome, Tumoren des Zentra-
len Nervensystems und verschiedene andere mesenchymale und epitheliale Neoplasien [24, 
56, 62], verwenden wir für das in-vitro-Testprogramm und die nachgeschalteten in-vivo-
Studien in thymusaplastischen Mäusen eine repräsentative Auswahl gut charakterisierter 
Zellinien [34, 63-69], die für diejenige Krebsart, zu deren Therapie die Entwicklung eines 
neuen Wirkstoffs geplant ist, typisch sind [32]. 
Die in einem solchen Screening-System benutzten Tumormodelle sind histologische Varian-
ten einer Tumorart (z. B. des Mammakarzinoms) [70] und zeichnen sich sowohl in vitro 
[63-69] als auch in vivo [70] durch unterschiedliches Wachstumsverhalten aus. Gleichzeitig 
unterscheiden sie sich bezüglich ihrer Resistenz gegenüber klinisch etablierten Therapien. 
Zur Gewährleistung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind stabile Zellinien, standar-
disierte Chemosensitivitätstests und gut definierte Nacktmausmodelle unabdingbare Voraus-
setzungen. 
1. Tumorbank und Standardisierung der Tumormodelle 
Beim Einsatz von Zellkulturtechniken zur Auffindung neuer antineoplastischer Wirkstoffe 
liegt ein Hauptproblem in der extremen genetischen Variabilität [71,72] der Tumorzellen. 
Der starke Selektionsdruck durch häufiges Passagieren der Kulturen führt zur Entstehung 
neuer Subklone, die sich sowohl genotypisch als auch phänotypisch vom Ursprungstumor 
sehr stark unterscheiden können [73, 74]. 
1.1. Das Seed-Stock-Konzept 
Alle menschlichen Zellinien wurden von der American Type Culture Collection (Rockville, 
Md, USA) bezogen. Um bei Veränderungen der Zellinien ein Zurückgreifen auf identisches 
Zellmaterial zu ermöglichen, wurde eine Tumorbank nach dem Seed-Stock-Konzept ange-
legt [75, 76]. Nach diesem System wird unter fortlaufenden Kontrollen stets auf ein defi-
niertes, kryokonserviertes Ausgangsmaterial zurückgegriffen. 
Dazu wurde von folgenden Zellinien in einer möglichst frühen Passage ein ausreichender 
Vorrat eingefroren: 
Mammakarzinome [63]: MDA-MB-231, MCF-7, T-47-D, ZR-75-1 
Ovarialkarzinome [65]: SK-OV-3, NIH-OVCAR-3 
Endometriumkarzinome [68]: HEC-1B, RL-75-2 
Maligne Melanome [69]: SK-MEL-2, -3, -5, -24, -28 
Prostatakarzinome [77]: LNCaP.FGC, DU 145 
1.2. Charakterisierung der Zellinien 
Die Kontrollen beinhalten neben mikrobiologischen Routinetests (z. B. dem Nachweis von 
Mycoplasmen) morphologische, zytochemische, immunhistochemische, zytogenetische und 
biochemische Untersuchungen, sowie die Überprüfung wichtiger Wachstumsparameter und 
des AnsprechVerhaltens auf klinisch etablierte Tumortherapeutika [61]. Die Morphologie 
der Zellkulturen wird durch Färbungen nach Papanicolaou oder Giemsa dokumentiert. Zur 
obligatorischen zytochemischen Charakterisierung der Zellen wird die Perjodsäure-Schiff-
Reaktion durchgeführt und die Mucicarmin und Sudanschwarz B-Färbung verwendet. Bei 
den Melanomzellinen werden zusätzlich die Tyrosinaseaktivität und die Expression des S-
100 Proteins verfolgt [69]. Weiterhin werden routinemäßig Wachstumsverhalten, Chromo-
somenverteilung, Veränderungen des Karyotyps und des Östrogen- und Progesteronrezep-
torstatus [34, 63, 64, 68] der Zellinien verfolgt und das Ansprech verhalten der Zellen auf 
die für die betreffende Tumorerkrankung klinisch etablierten Chemotherapeutika in vitro 
und in vivo überprüft [32, 63-70, 77]. 
Außerdem werden solide Tumoren vor dem Einfrieren histopathologisch definiert und ihre 
Histologie während der Passagen in der Nacktmaus ständig kontrolliert [70, 78]. 
2. In-vitro-Methoden zur Beurteilung der Wirkung zytotoxischer Substanzen 
In letzter Zeit ist die Anzahl der Publikationen, die sich mit den Einsatzmöglichkeiten men-
schlicher Tumorzellinien für die Beurteilung der Wirkung zytotoxischer Substanzen be-
schäftigen, enorm angewachsen und kaum mehr zu überschauen. Im Folgenden werden hier 
daher nur jene Techniken angesprochen, die sich in der Therapieforschung durchgesetzt ha-
ben und gegenwärtig weit verbreitet sind. 
Neben einfacher und kostengünstiger Durchführbarkeit, Schnelligkeit und Flexibilität sollte 
ein in-vitro-Testsystem zur Auffindung neuer Chemotherapeutika leicht standardisierbar 
sein und für eine statistische Absicherung der Ergebnisse ausreichende Datenmengen liefern 
[81]. 
Die Hauptunterschiede zwischen den beschriebenen Verfahren betreffen einmal die Art und 
Weise, in der die Zellen kultiviert werden: Als Suspensionskultur, in Weichagar, als 
"Monolayer" oder Sphäroid; vor allem aber die Parameter, die zur Bewertung und Quanti-
fizierung der Substanzwirkung herangezogen werden [79-85]. 
Die Kultivierung adhärenter Zellen auf festen Substraten, insbesondere in Mikrotiterplatten, 
ist diejenige Technik, welche sich durch die größte Flexibilität auszeichnet [84]. Entspre-
chend vielfältig sind die Methoden, die zur Beurteilung der Schadwirkung eines Stoffes auf 
die Zellen vorgeschlagen worden sind. Sie reichen von der Bestimmung der Zellzahl mit 
der Zählkammer oder dem Coulter Counter über die Beurteilung der Unversehrtheit der 
Zellmembran durch 51Cr-Freisetzung oder den Ausschluß von Trypanblau bis hin zur Mes-
sung des Einbaus von radioaktiv markiertem Thymidin (Uridin) bzw. Bromdesoxyuridin in 
DNA (RNA) oder 3H-Leucin in zelluläres Protein [80-85]. Gelegentlich wird auch das 
Ausmaß der Metabolisierung von Glukose, gemessen als das von den Zellen freigesetzte 
1 4 C-C0 2 , als Kriterium für die Antitumorwirkung benutzt [87, 88]. Auf die Problematik des 
3H-Thymidin-Einbaus und die Fehlermöglichkeiten bei der Verwendung sog. "Vitalfarb-
stoffe" wurde bereits an anderer Stelle hingewiesen [33, 84]. 
Anfangs wurden große Hoffnungen in den "Colony-Forming-Assay" [81-85], der am NCI 
als Eingangstest dienen sollte, gesetzt [22]. Beim Colony-Forming-Assay wird die Fähigkeit 
der Tumorzellen in Weichagar Kolonien zu bilden, als Zytotoxizitäts-Parameter benutzt. 
Dieses Verfahren wurde für die geplanten Screeningzwecke wegen technischer Schwierig-
keiten und mangelnder Reproduzierbarkeit der Ergebnisse jedoch bald wieder verworfen [8, 
90]. 
Neben den erwähnten prinzipiellen Problemen [33, 34, 63, 84, 89], besteht ein weiterer 
Nachteil dieser Methoden, die entweder auf dem Vergleich von Zellzahlen, der Bildung von 
Kolonien in Weichagar [80-84, 90] oder dem Einbau bzw. Metabolismus radioaktiv mar-
kierter Verbindungen [84-88] beruhen, darin, daß sie recht umständlich und arbeitsintensiv 
sind. Daher wurde mit diesen Methoden meist nur eine begrenzte Anzahl von Meßwerten 
gewonnen, die für eine statistische Absicherung der Ergebnisse selten ausreichten. 
Die beschriebenen Schwierigkeiten konnten durch die Entwicklung von Zytotoxizitätstests 
in Mikrotiterplatten, bei denen zur Quantifizierung der Substanzwirkung verschiedene 
Farbstoffe verwendet werden, umgangen werden. Mit Hilfe dieser Techniken ist es möglich 
bei relativ geringem Arbeitsaufwand statistisch gesicherte Daten zu erhalten. 
Die Mikrotiterplatten-Tests lassen sich in zwei Kategorien unterteilen, nämlich in solche, 
bei denen die metabolische Aktivität einer Zellkultur gemessen wird (z. B. Formazan-Test), 
und solche, die Aussagen über die Reproduktionsfähigkeit einer Zellpopulation erlauben (z. 
B. Kristallviolett- und Sulforhodamin-B-Test). 
Der von Mosmann eingeführte MTT-Test [91] basiert auf der Annahme, daß MTT, ein Te-
trazolium-Salz, ausschließlich von vitalen Zellen zum farbigen Formazan reduziert wird, 
und die Absorption des solubilisierten Produkts der Zellzahl direkt proportional ist. Diese 
Methode wird gegenwärtig viel eingesetzt [24, 63, 85, 92-94], obwohl ihre unvoreinge-
nommene Anwendung als universell einsetzbarer Zytotoxizitätstest problematisch ist [34, 
63]. 
Zum einen kann die Reduktion des MTT zum Formazan nicht nur in lebenden Zellen statt-
finden, sondern auch durch Testsubstanzen mit entsprechendem Redoxpotential oder durch 
aktive Dehydrogenase, die aus toten Zellen freigesetzt wurde, erfolgen. Dadurch wird eine 
erhöhte metabolische Aktivität der Zellen vorgetäuscht, d. h. die Hemmwirkung einer Sub-
stanz wird unterschätzt [95]. 
Außerdem kann die metabolische Aktivität der Zellen durch temporäre Phänomene wie z. 
B. eine Absenkung des Glukosespiegels oder eine Veränderung des pH-Wertes beeinflußt 
werden, ohne daß die Zellen dadurch nachhaltig geschädigt sind [29]. Entsprechendes gilt 
natürlich auch für die Verwendung von XTT als Substrat, das nach Reduktion einen wasser-
löslichen Farbstoff ergibt [25]. Ein weiterer Nachteil der Formazan-Methoden besteht 
darin, daß die Farbentwicklung stark zeitabhängig ist, die Absorptionsmessung also sehr 
schnell, und für jeden Inkubationsansatz separat erfolgen muß. 
Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurde zur Erfassung der Proliferation behandelter 
und unbehandelter Zellkulturen ein wenig störanfälliges, computerunterstütztes Testverfah-
ren in Mikrotiterplatten entwickelt [32-34, 61, 63 , 94] und vielfaltig eingesetzt [64-69, 78, 
96-105]. Diese Methode beruht auf dem Anfärben vitaler, d. h. adhärenter Zellen mit Kri-
stallviolett nach Glutardialdehyd-Fixierung [106, 107]. 
Inzwischen wurde auch der zeitweilig am NCI favorisierte MTT- bzw. XTT-Assay [24, 
25], durch ein dem Kristallviolett-Test analoges Verfahren ersetzt. Dabei wird Sulforhoda-
min B, ein Farbstoff, der an zelluläre Proteine bindet, verwendet [29, 55, 85, 108, 109]. 
Mikrotiterplatten-Verfahren mit computergestützter Datenanalyse, bei denen die Reproduk-
tionsfahigkeit einer Tumorzellpopulation durch Anfärben der vorher fixierten Zellen mit 
geeigneten Farbstoffen wie Kristallviolett oder Sulforhodamin B gemessen wird, erfüllen 
erstmals folgende Grundanforderungen [32]: 
(I) Reproduzierbare Dosis-Wirkungsabhängigkeit über einen weiten Konzentrationsbereich, 
welcher die in-vivo-Dosis einschließt 
(II) Linearität zwischen dem gewählten Zytotoxizitätsparameter und der Zellzahl 
(III) Möglichst präzise Voraussage der in-vivo-Effekte aus den in-vitro-Daten 
3. Der Kristallviolett-Test 
Die von Gillies et al. [106] beschriebene Vorgehens weise wurde an die Erfordernisse der 
Kultivierung von Zellen in Mikrotiterplatten angepaßt [33, 78, 94, 96] und weiter modifi-
ziert [32, 34, 63, 104, 105]. Untersucht wird das Wachstumsverhalten der Krebszellen in 
Gegenwart und Abwesenheit von Hemmstoff. Wenn nur die Wachstumskinetik einer Zelli-
nie gemessen werden soll, wird weder Lösungsmittel noch Wirkstoff [94] zugegeben. 
Die Zellen werden als möglichst homogene Suspension im erforderlichen Kulturmedium in 
96-Loch-Mikrotiterplatten ausgesät. Die optimale Aussaatdichte, bei der die lag-Phase mög-
lichst kurz und die "log-Phase" möglichst lang ist, variiert von Zellinie zu Zellinie [63, 94] 
und wird deshalb stets mikroskopisch kontrolliert. Zur Ermittlung der antineoplastischen 
Aktivität der Testsubstanzen werden auf jeder Platte neben den behandelten Kulturen 
Kontrollkulturen mitgeführt, denen nur das jeweilige Lösungsmittel in entsprechender Kon-
zentration zugesetzt wurde. Nach dem bei der Substanzzugabe erfolgten Mediumwechsel 
wird das Kulturmedium i . d. R. während der gesamten Versuchsdauer nicht mehr erneuert, 
da durch einen erneuten Medienwechsel bedingte Temperaturänderungen oder Schwankun-
gen des pH-Werts das Zellwachstum vorübergehend hemmen können [34, 63]. 
Bei Zellinien beispielsweise, deren Wachstum autokrin reguliert wird, werden beim Erneu-
ern der Nährlösung auch die ins Medium sezernierten Wachstumsfaktoren entfernt. 
Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten werden die Kontrollen und die behandelten Zellen 
nach Entfernen des Kulturmediums mit Glutardialdehyd fixiert. Abgestorbene Zellen haften 
nicht mehr am Untergrund und werden mit dem Medium vor der Fixierung entfernt. Die 
fixierten Zellen werden mit PBS überschichtet und bis zum Aufarbeiten des gesamten Ver-
suchsmaterials im Kühlschrank aufbewahrt. 
Um Abweichungen durch unterschiedliche Färbebedingungen möglichst gering zu halten, 
werden am Versuchsende alle Platten auf einmal bearbeitet. Zur Färbung dient Kristallvio-
lett (N-Hexamethylpararosanilin), ein kationischer Farbstoff, der an fixierte, negativ gela-
dene Makromolekülionen elektrostatisch gebunden wird [110, 111]. Die Zellkerne werden 
durch Kristallviolett tief blau-violett, das Zytoplasma nur schwach blau angefärbt. Nachdem 
überschüssige Farbe durch Wässern der Zellen entfernt worden ist, wird das an Zellbestand-
teile gebundene Kristallviolett mit 70%-igem Ethanol herausgelöst und photometrisch ver-
messen. Die Extinktion der Kristallviolett-Lösungen korreliert sehr gut mit der Zellzahl [33, 
106, 107]. Die ursprünglich von Gillies et al. [106] verwendete Extraktionslösung (0.2%-
iges Triton X-100) wurde durch 70%-iges Ethanol ersetzt, weil damit der Farbstoff schnel-
ler aus den Zellen gelöst wird, und die Farbintensität der Lösung wesentlich länger stabil 
bleibt. Dadurch wird das Extinktionsmaximum von 598 nm auf 592 nm verschoben. Da das 
Absorptionsmaximum aber sehr breit ist, liefert auch die aus gerätetechnischen Gründen 
notwendige Messung bei 578 nm sehr gute Ergebnisse. 
Nach der Datenübertragung vom ELISA-Reader auf einen PC erfolgt die Auswertung mit 
Hilfe eines hierfür entwickelten Rechenprogramms [34, 94, 112]. 
Im Gegensatz zum MTT-Assay bleiben die Strukturen der Zellen beim Kristallviolett-Test 
durch die Fixierung erhalten. Dadurch kann im Anschluß an die quantitative Auswertung 
auch die Zellmorphologie beurteilt werden. Dazu werden die Zellen nach der Extinktions-
messung entweder mit Ethanol vollständig entfärbt oder, eventuell sogar mit unterschiedli-
chen Farbstoffen, neu gefärbt. 
3.1. Bestimmung von Wachstumskurven und Verdopplungszeiten 
Obwohl verschiedene Techniken zur Bestimmung der Zellproliferation beschrieben worden 
sind, scheint an der genauen Analyse der gemessenen Wachstumskurven relativ wenig Inter-
esse zu bestehen. Meist wird die Generationszeit einer Zellpopulation einfach graphisch aus 
der vermeintlich exponentiellen Wachstumsphase [53] abgeschätzt oder aus den Zellzahlen 
am Anfang und am Ende des Versuchs [74, 113] extrapoliert. 
Eine Abgrenzung der verschiedenen Wachstumsphasen ist dadurch aber nicht möglich. 
Vielmehr wird ohne genauere Überprüfung davon ausgegangen, daß auch Krebszellen, un-
abhängig von den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen, in Kultur ideales expo-
nentielles Wachstum aufweisen. 
Die von uns entwickelte Methode erlaubt es, durch computerunterstützte Auswertung kolo-
rimetrischer Daten die exakte Verdopplungszeit zu jedem Zeitpunkt eines Versuches an-
zugeben [94, 97, 98]. Eine Auftragung der Verdopplungszeit gegen die Inkubationszeit lie-
fert eine eindeutige Abgrenzung der einzelnen Wachstumsphasen und somit ein Maximum 
an Information. In der gewählten Auftragung ist exponentielles Zell Wachstum durch einen 
zur Zeit-Achse parallelen Kurvenverlauf gekennzeichnet. 
Exponentielles Wachstum im Sinne der Definition wurde bei keiner einzigen Tumorzellinie 
(Mamma-, Ovarial, Endometrium-, Prostatakarzinome, Maligne Melanome) beobachtet 
[34, 63-69, 77, 94]. Nach unterschiedlich langen lag-Phasen wuchsen die unbehandelten 
Kulturen - je nach Tumortyp - höchstens zwei Generationen lang "annähernd exponentiell". 
Die Generationszeit ist also keine für die jeweilige Zellinie charakteristische konstante 
Größe, sondern sie ändert sich während der Wachstumszeit ständig. 
Dieses überraschende Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen anderer Autoren [114, 115] 
überein. Deren Analyse des Wachstumsverhaltens von 125 verschiedenen Zellinien ergab, 
daß Säugerzellen vorwiegend nicht-exponentiell wachsen. 
Dennoch wird bei der Durchführung von Chemosensitivitätstests meistens von exponentiel-
lem Wachstum ausgegangen [53, 74, 92]. Shekan und Friedman führen diesen Irrtum auf 
methodische Artefakte bei der graphischen Auswertung der Wachstumskinetiken zurück 
[114]. 
3.2. Kinetischer Chemosensitivitätstest 
Wichtige Parameter eines Chemosensitivitätstests wie die Aussaatdichte, die Kulturbedin-
gungen, die Dauer der Substanzein Wirkung, die Dauer der substanzfreien Inkubation nach 
der Substanzexposition und v. a. die Methode zur Quantifizierung der Substanzwirkung 
variieren für die gebräuchlichen Assays [22, 24, 25, 29, 53, 55, 80-93, 95, 107-109, 113, 
116] erheblich. Deshalb ist ein Vergleich von Substanzwirkungen auf der Grundlage von 
T/C- und den daraus errechneten IC50-Werten insbesondere dann extrem schwierig, bzw. 
unmöglich, wenn sie mit den herkömmlichen Testverfahren aus Einpunkte-Messungen an 
unterschiedlichen Zellinien gewonnen worden sind [34]. 
3.2.1 Endpunktsmessung versus Verfolgen der Wachstumskinetik 
In ihrer klassischen Arbeit "Comparison of in Vitro Methods to Determine Drug-induced 
Cell Lethality" kommen Roper und Drewinko zu dem Schluß: "In proliferating cellpopula-
tions, the inability to reproduce indefinitely is the only criterion to assess cell lethality" 
[89]. Anders ausgedrückt: Das Entscheidende ist also das Proliferationsverhalten einer Tu-
morzellpopulation und nicht etwa ihre Fähigkeit zur Metabolisierung eines bestimmten Sub-
strats zu einem willkürlich gewählten Zeitpunkt der Wachstumskurve. Da die Sub-
stanzwirkung von der Wachstumsphase, in der sich die Zellen gerade befinden, abhängen 
kann [57, 117, 118], ist die genaue Kenntnis der Wachstumskurve der Kontrollkulturen für 
den Vergleich von Substanzwirkungen an unterschiedlichen Zellinien sehr wichtig [34]. 
Finlay und Bagulay haben zwar versucht, unterschiedliche Verdopplungszeiten verschiede-
ner Zellinien dadurch auszugleichen, indem sie die Dauer des Versuches auf die jeweilige 
Zellinie abstimmten [53], aber trotzdem werden fast alle Chemosensitivitätstests als End-
punktsbestimmungen durchgeführt [22, 24, 25, 55, 80-93]. Dabei ist weder die Wachs-
tumsphase der Kontrollkulturen zum Zeitpunkt der Messung bekannt, noch werden Unter-
schiede im Wachstumsverhalten bei der Verwendung unterschiedlicher Zellinien berück-
sichtigt. 
Obwohl meist ausdrücklich betont wird, daß Chemosensitivitätstests mit exponentiell wach-
senden Kulturen durchgeführt werden, wurde - wie bereits erwähnt - bei den eigenen Unter-
suchungen eine längere exponentielle Wachstumsphase bei keiner Zellinie beobachtet. Den-
noch variieren diejenigen Wachstumsparameter einer Zellpopulation, welche die Wirkung 
antineoplastischer Substanzen beeinflussen können, wie z. B. die Dauer der lag- und "log"-
Phase, die Verdopplungszeit sowie das Einsetzen der Plateau-Phase und die dabei erreichte 
Zelldichte sowohl zwischen verschiedenen Zellinien als auch innerhalb einer Linie aufgrund 
unterschiedlicher Kulturbedingungen oder infolge der genetischen Instabilität der Tumorzel-
len. 
Zur Gewährleistung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird bei dem entwickelten 
Chemosensitivitätstest die Wachstumskinetik der Kontrollkulturen mit den zugehörigen 
Verdopplungszeiten in jedem Experiment bestimmt [34]. Beim kinetischen Chemosensitivi-
tätstest werden durch einen Wirkstoff bedingte Änderungen im Proliferationsverhalten im 
Vergleich mit der Wachstumskinetik der Kontrollkulturen beurteilt. Dadurch erhält man ge-
nauere Informationen über die Wirkung einer Substanz und kann Substanzwirkungen an 
Zellinien mit unterschiedlichem Wachstumsverhalten vergleichen. Eine eventuelle Erho-
lungsphase anfanglich geschädigter Zellen bzw. die Entstehung resistenter Subpopulationen 
wird in einer solchen Versuchsanordnung ebenfalls erfaßt. 
3. 2. 2. Quantifizierung der Substanzwirkung 
Bereits 1975 stellten Freshney et al. fest, daß IC 5 0 - Werte u. a. von der Aussaatdichte der 
Kulturen abhängen [86]. Durch Einbeziehen der Ausgangszelldichte in die Berechnung der 
T/C-Werte können zytozide Substanzwirkungen von zytostatischen Effekten eindeutig un-
terschieden werden [34, 63]. Eine Auftragung der korrigierten T/C-Werte gegen die Inku-
bationszeit erleichtert die Einordnung von Wirkstoffen erheblich, da vorübergehende Ef-
fekte sofort als solche erkannt, und dosisabhängige Wirkungsabstufungen auf einen Blick 
erfaßt werden. 
Soll auch das Ausmaß des zytoziden Effekts exakt angegeben werden, dann muß der Netto-
Zuwachs der behandelten Zellen auf die Ausgangszelldichte normiert werden [34, 63, 105, 
119], da der Zelltod ja unabhängig vom Wachstum der Kontrollen eintritt. Für solche Ver-
suche ist es sinnvoll, bereits "hochgewachsene" Kulturen mit den Testsubstanzen zu inku-
bieren [105]. 
Die enormen Datenmengen, die beim Screening mit computergestützten kalorimetrischen 
Testverfahren anfallen, bereiten einige Schwierigkeiten bei der Präsentation der Ergebnisse. 
Deshalb wird am NCI zur Zeit viel an einer übersichtlichen Darstellung zur Bewertung der 
Wirkung von Antitumormitteln gearbeitet [55]. Eine ideale Lösung scheint bisher noch 
nicht gefunden worden zu sein, so daß Substanzwirkungen entweder als sog. "Mean-Graph" 
[120] oder in der oben beschrieben Weise dargestellt werden [55]. Da aber der am NCI 
durchgeführte Sulforhodamin-B-Test auf einer Endpunktsmessung beruht, erfolgt die Auf-
tragung der Wirkung nicht wie beim kinetischen Chemosensitivitätstest gegen die Inkubati-
onszeit sondern gegen den Logarithmus der Substanzkonzentration [55]. 
4. In-vitro-Pharmakologie 
Zur Erstellung eines optimalen Dosierungsschemas für den eventuell sich anschließenden 
Tierversuch [32] werden in verschiedenen Konzentrationen diejenigen Einwirkzeiten, die zu 
zytoziden Effekten führen, im Zellkulturexperiment ermittelt [63, 65, 101-104]. 
Zur Verbesserung der in-vitro-/in-vivo-Korrelation werden die Testsubstanzen bezüglich 
konkurrierender Inaktivierungsprozesse wie z. B. Bindung an Serumalbumin [102, 121] 
oder der Reaktion mit Bionukleophilen (insbesondere bei Alkylantien und Platinkomplexen) 
durch unterschiedlich lange Vorinkubation im Kulturmedium untersucht [63, 65, 101-104]. 
Durch dieses Vorgehen soll der Einfluß von Inaktivierungsprozessen, die im Organismus 
beim Transport des Wirkstoffs zum Tumor stattfinden, erfaßt werden. 
Unter diesen Voraussetzungen kann festgestellt werden, ob eine antineoplastische Wirkung 
in klinisch relevanten Konzentrationen erreicht wird. Applikationsart, Einwirkzeit und Do-
sierungsintervall werden so in vitro optimiert. Nach kritischer Analyse aller vorliegender 
in-vitro-Daten kommen z. B. bei den Cisplatin-Analoga nur noch ca. 1 % der synthetisierten 
Substanzen für eine in-vivo-Testung in Frage [32, 122]. Die Tierversuche werden dann mit 
den optimierten Therapieplänen unter geringstmöglicher Belastung der Nacktmäuse durch-
geführt. 
Inzwischen konnte an unterschiedlichen menschlichen Tumormodellen in der Nacktmaus 
(Mamma- und Endometrium-Karzinom, Malignes Melanom) gezeigt werden, daß bei An-
wendung der oben dargestellten in-vitro-Teststrategie präzise Voraussagen der in-vivo-Er-
gebnisse möglich sind [32, 70]. 
An dieser Stelle muß aber ausdrücklich betont werden, daß Verbindungen, die erst nach 
Aktivierung im Organismus ihre Wirkung entfalten, beim in-vitro-Screening nicht erkannt 
werden. Zu diesen sogenannten Prodrugs gehört beispielsweise Dacarbazin, und eines der 
wichtigsten Krebschemotherapeutika, das Cyclophosphamid. 
5. Tumoren in der thymusaplastischen Maus 
Die Haltung und Zucht von thymusaplastischen NMRI Mäusen erfolgt im wesentlichen nach 
den von Fortmeyer eingeführten Methoden [123]. Über die Zuchtergebnisse im Tierver-
suchslabor der Universität Regensburg seit 1987, die Etablierung, die Eigenschaften und die 
Einsatzmöglichkeiten der in der Nacktmaus und der Nacktratte vorhandenen Tumormodelle 
wird an anderer Stelle ausführlich berichtet [124], 
Zur Zeit stehen für die Wirkstoffprüfung in vivo die folgenden menschlichen Tumoren zur 
Verfügung: 
Mammakarzinome: MDA-MB-231, MCF-7, ZR-75-1 [32, 96, 102, 125] 
Ovarialkarzinome: SK-OV-3, NIH-OVCAR-3 [65, 126, 127] 
Endometriumkarzinome: HEC-1B, RL-75-2 [68] 
Prostatakarzinom: LNCaP.FGC [70] 
Schilddrüsenkarzinom: ONCO-DG 1 [128] 
Maligne Melanome: SK-MEL-2, -3, -5, -24, -28 [69] 
Um die Versuchsanordnung möglichst realistisch zu gestalten, wird - falls irgend möglich -
mit orthotopen Modellen gearbeitet. Die Tumoren werden dazu nicht stereotyp subkutan 
oder unter die Nierenkapsel transplantiert, sondern es wird versucht, unterschiedliche Tu-
morarten in ihrer "physiologischen" Umgebung wachsen zu lassen, also beispielsweise 
Mammakarzinome in der Milchleiste [125], Ovarialkarzinome im Ovar [126] und Endome-
triumkarzinome im Uterus [124]. In diesem Zusammenhang sei erwähnt, daß der sog. Nie-
renkapsel-Assay am NCI wieder aufgegeben wurde [8, 90]. 
Was nun die Platinkomplexe betrifft, so ist für deren Bewertung neben der Wirksamkeit im 
Nacktmausmodell, die therapeutische Breite [129] im Vergleich zur Leitverbindung Cispla-
tin ausschlaggebend. 
Die besondere Bedeutung, die Cisplatin bei der Chemotherapie maligner Tumoren zu-
kommt, die Anstrengungen bei der Suche nach wirksameren, weniger toxischen Platinkom-
plexen, und die Hoffnungen, die immer wieder in die neuen Entwicklungssubstanzen ge-
setzt wurden, spiegeln sich in der Literaturflut wieder, die in den letzten Jahren zu diesem 
Thema veröffentlicht wurde. Einschlägige Monographien und Reviews geben einen guten 
Überblick über die neueren Entwicklungen auf diesem Gebiet [130-140]. 
1. Cisplatin und Carboplatin 
Gegenwärtig ist cis-Diammindichloroplatin(II) (Cisplatin) eines der wirksamsten Zytostatika 
und damit ein wichtiger Bestandteil vieler Standard-Therapie-Schemata bei der Behandlung 
solider Tumoren [57, 141]. Es wird vorwiegend in Kombination mit anderen Zytostatika 
eingesetzt. 
Hauptindikationen sind Hoden- und Ovarialkarzinom; darüber hinaus wird Cisplatin aber 
auch beim Endometrium-, Zervix-, Blasen- und kleinzelligen Bronchialkarzinom sowie bei 
Tumoren des Gastrointestinaltrakts, Neubildungen im Hals-Kopf-Bereich und Weichteilsar-
komen eingesetzt [57]. Insbesondere Seminome können - selbst wenn sie sich bereits in weit 
fortgeschrittenen Stadien befinden - zu einem hohen Prozentsatz geheilt werden [142]. Beim 
Ovarialkarzinom werden mit Cisplatin häufig gute, wenn auch nur zeitlich begrenzte, Er-
gebnisse erzielt [101, 143]. 
Vereinzelt wird auch über objektive Remissionen bei malignen Tumoren der HNO-Region, 
der Blase, des Gebärmutterhalses und sogar beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom 
berichtet [144]. 
Neben Cisplatin wird Carboplatin (Diammin(l,l-cyclobutandicarboxylato)platin(II)) in der 
Klinik routinemäßig verwendet. Unabhängig von den unterschiedlichen Indikationen, für 
die Carboplatin in den verschiedenen Ländern zugelassen ist, entspricht sein Wirkungsspek-
trum genau dem von Cisplatin, d. h. Carboplatin ist unwirksam bei Tumoren die gegen-
über Cisplatin entweder primär resistent sind, oder aber im Verlauf der Therapie eine se-
kundäre Resistenz entwickelt haben [57, 144]. 
2. Struktur und Reaktivität 
Mit der Kernladungszahl 78 steht Platin in der VIII. Nebengruppe des Periodensystems, un-
ter Nickel und Palladium, die ihrerseits mit den Ordnungszahlen 28 und 46 analoge Plätze 
in der ersten bzw. zweiten Periode einnehmen. Die drei Elemente besitzen folgende Elek-
tronenkonfiguration: Ni: [Ar] 3d8 4s2, Pd [Kr] 4d10 und Pt: [Xe] 4f14 5d9 6s'. 
Aufgrund der gemeinsamen d8-Konfiguration in der Oxidationsstufe +11 verhalten sich 
zwar Platin, Palladium und Nickel i . a. chemisch recht ähnlich [145], aber im Gegensatz zu 
Platin besitzen Ni- und Pd-Verbindungen keine oder nur sehr schwache Antitumoraktivität 
[138]. Bei der Mehrzahl der Palladium(II)- und Platin(II)-Komplexe ist das Zentralion dsp2-
hybridisiert, die Komplexe besitzen daher eine quadratisch-planare Struktur [145, 146]. 
Obwohl die Radien d8-konfigurierter Pd- und Pt-Ionen wegen der effektiven Abschirmung 
der Kernladung durch die 14 f-Elektronen des Platins exakt gleich groß sind, sind quadra-
tisch-planare Pt-Komplexe kinetisch relativ inert und thermodynamisch verhältnismäßig sta-
bil [145]. Sie reagieren etwa 106-mal langsamer als ihre Pd-Homologen [146]. Wegen der 
größeren räumlichen Ausdehnung der 5s-Orbitale des Platins im Vergleich zu den 4s-Bahn-
funktionen des Palladiums sowie der stärkeren Polarisierbarkeit der Außenelektronen, ist 
beim Platin der kovalente Bindungsanteil größer, die Koordination von Liganden entlang 
der Raumachsen erschwert und die Geschwindigkeit von Substitutionsreaktionen dadurch 
verlangsamt. 
Diese Eigenschaften, also die Fähigkeit zur Ausbildung stabiler Bindungen definierter 
Länge und Orientierung, sind die Voraussetzungen für die stereospezifische Reaktion von 
Platinkomplexen mit Biomolekülen und Ursache einer Antitumorwirkung. 
Platin(II) bildet zwar mit nahezu allen Nichtmetallen sowohl mit Sigma- als auch mit Pi-
Elektronendonatoren Komplexe, doch sind Verbindungen mit schwereren Elementen meist 
stabiler. Deshalb wird Platin manchmal auch als Metall vom B-Typ bezeichnet [146]. Der 
Grund für die stärkere Bindung der schweren Elektronendonatoren ist in hohem Maße die 
Bildung von Metall-Ligand-Pi-Bindungen durch Überlappung besetzter d^-, d^- und d^-
Orbitale des Zentralions mit unbesetzten dp-Bahnfunktionen der Liganden [145]. Bei den 
Liganden handelt es sich i . d. R. um Anionen oder neutrale Verbindungen. 
Dies schließt aber die Existenz thermodynamisch stabiler Koordinationsverbindungen des 
Platins mit den Elementen der ersten Periode keineswegs aus und erlaubt auch keinerlei 
Aussagen über das kinetische Verhalten der entsprechenden Komplexe. Aus dem Vergleich 
von Komplexbildungskonstanten kann man die relative Affinität der Liganden zum Pt(II) 
angeben. Sie nimmt in der Reihenfolge: CN- > N H 3 = OH- > L > SCN~ > B r > Cl~ 
> > F- = H 20 = MeOH ab. 
Obwohl trans-Isomere i . a. stabiler sind als die entsprechenden Komplexe mit den Liganden 
in cis-Stellung, ist ihre Bildung kinetisch kontrolliert. 
Die thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften der quadratisch-planaren Platin(II) 
bzw. der d2sp3-hybridisierten oktaedrisch koordinierten Platin(IV)-Komlexe sowie deren 
chemische Reaktionen in wässriger Lösung sind in den Arbeiten von Lippert & Beck [132], 
Howe-Grant & Lippard [146], Abrams [147] und der dort zitierten Literatur ausführlich ab-
gehandelt. 
Komplexe mit Liganden, welche 5-oder 6-gliedrige Chelatringe ausbilden können sind en-
ergetisch besonders begünstigt. Der Grund für diesen sog. Chelat-Effekt ist überwiegend 
entropischer Natur [145]. 
2.1. Voraussetzungen für die Antitumorwirkung 
Bei der Analyse von Struktur-Wirkungs-Beziehungen mehrerer tausend, im Tierversuch ge-
testeter Platin-Komplexe [148, 149] erkannte man eine Reihe von Gemeinsamkeiten, die an-
scheinend Voraussetzung für eine Antitumorwirkung sind. Klare und einfache Verknüpfun-
gen ergaben sich dabei nur in Ausnahmefallen [150], da die Daten an verschiedenen Model-
len (L1210 und P388 Mäuseleukämie, Sarkom 180, ADJ/PC6 Plasmozytom der Maus etc.) 
mit unterschiedlichen Behandlungsschemata gewonnen wurden, so daß ein Vergleich der re-
lativen Wirksamkeiten schwierig ist. Dennoch können für Cisplatin-Analoga einige empiri-
sche Grundregeln aufgestellt werden: 
2.1.1. Zusammensetzung und Raumstruktur wirksamer Cisplatin-Analoga 
Da Antitumoraktivität vorwiegend für Pt(II)-Verbindungen des Typs [PtL^AJ bzw. 
[PtL^AB] beschrieben wurde, soll Platin(II) quadratisch planar koordiniert sein [131, 132, 
150]. 
Wirksame Platin(IV)-Komplexe haben die Zusammensetzung [PtL^AJ, [ P t L ^ B J oder 
[PtLL*A2B2] und Oktaeder-Struktur [132, 139]. L und L" symbolisieren die sog. Nicht-
Abgangsgruppe und stehen für einen kinetisch inerten, relativ fest gebundenen Liganden, 
der häufig ein Amin ist. A und B repräsentieren die Abgangsgruppen, d. h. leicht aus-
tauschbare Liganden. Bei der Leitverbindung Cisplatin ist der Neutralligand, N H 3 die 
Nicht-Abgangsgruppe und Cl" die Abgangsgruppe. 
2.1.2. Bedeutung der Abgangsgruppe 
Die Abgangsgruppen sollen nicht zu leicht austauschbar, aber auch nicht zu fest gebunden 
sein [132], sie sollten sich in cis-Stellung befinden und einen optimalen Abstand von unge-
fähr 3 Ä haben [131, 138]. Wird L konstant gehalten, so bestimmt die Abgangsgruppe die 
Substitutionsgeschwindigkeit mit Bionukleophilen und damit die Antitumorwirkung [132, 
146, 150]. Bei der Variation der Abgangsgruppen wird bei Chlorid häufig die höchste Ak-
tivität gefunden [132]. 
Zur Erhöhung der Wasserlöslichkeit von Cisplatin (0.253 g/100 g bei 25 °C [151]) und 
gleichzeitiger Verringerung der Nephrotoxizität wurden die Chloridionen im Cisplatin durch 
andere Abgangsgruppen, v. a. Carboxylate ersetzt [134, 136, 150]. Zu fest gebundene Ab-
gangsgruppen führen jedoch zu kinetisch inerten Komplexen und daher zu einer Verminde-
rung oder einem Verlust der Antitumorwirkung [121, 132, 150]. Der zweizähnige Ligand 
1,1 '-Cyclobutandicarboxylat ist in dieser Hinsicht eine Ausnahme [121], so daß zur Erklä-
rung des Zustandekommens der zytotoxischen Wirkung bei solchen Komplexen eine enzy-
matische Abspaltung der Abgangsgruppe vorgeschlagen wurde [147, 150]. 
2.1.3. Bedeutung der Konfiguration 
Im Gegensatz zur früheren Ansicht, daß ausschließlich Platinkomplexe mit cis-Konfigura-
tion an Tumoren wirksam sind [131, 152, 181], wurde in letzter Zeit auch über Antitumor-
aktivität von "trans-Komplexen" [139, 140, 153, 154] und solchen, die mit Biopolymeren 
nur Monoaddukte bilden können [100, 139, 140, 149], berichtet. Zur Beurteilung der Be-
deutung dieser Befunde muß noch eingehend geprüft werden, ob es sich dabei um spezifi-
sche antiproliferative Wirkungen oder um unspezifische toxische Effekte wie bei trans-Di-
chlorobis(cycloheptylamin)- und trans-Dichlorobis(cyclooctylamin)platin(II)-Komplexen 
handelt [105]. 
2.1.4. Bedeutung der Nicht-Abgangsgruppe 
Da die Nicht-Abgangsgruppe definitionsgemäß relativ stabil gebunden ist, bestimmt sie in 
erster Linie das pharmakokinetische Verhalten eines Platin-Komplexes sowie dessen Durch-
tritt durch die Zellmembran. Sie ist aber auch an Wechselwirkungen mit der DNA beteiligt 
und moduliert daher sowohl die Antitumorwirkung als auch die Toxizität eines Cisplatin-
Analogons. 
Angesichts dieser Tatsache liegt die Überlegung nahe, Platin-Komplexe über entsprechende 
Liganden selektiv in die Tumorzellen einzuschleusen und dadurch eine spezifische Wirkung 
zu erzielen, ohne daß andere schnell proliferierende Gewebe gleichzeitig geschädigt wer-
den. Obwohl gemäß diesem Drug-Targeting-Konzept weltweit eine Vielzahl von Verbin-
dungen mit den verschiedensten Liganden synthetisiert und vorklinisch, z. T. aber auch 
schon klinisch, geprüft worden ist [100-102, 130-140, 144, 148-150, 155-160], haben sich 
die in sie gesetzten Erwartungen bisher nur in sehr beschränktem Ausmaß erfüllt. 
Handelt es sich bei L um ein Amin, dann nimmt die Antitumorwirkung bei der Variation 
des Liganden vom primären zum sekundären Amin bei konstanter Abgangsgruppe stark ab 
[155]. Komplexe mit tertiären Aminen sind unwirksam [150]. Aus quantitativen Struktur-
Aktivitätsbeziehungen (QSAR) wurde ebenfalls abgeleitet, daß mindestens ein Wasserstoff-
atom am Stickstoff für die Wirkung erforderlich ist [161, 182, 187], 
Möglicherweise sind bei der Wechselwirkung von Platinkomplexen mit der DNA auch 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Amin und polaren Gruppen der Basen betei-
ligt. Diese Annahme stimmt auch mit den Ergebnissen neuerer Molekülmechanik-Rechnun-
gen überein [150, 162]. 
2.1.5. Bedeutung der Ladung 
In früheren Arbeiten wurde die Elektroneutralität von Platinkomplexen als allgemeine Vor-
aussetzung für Antitumorwirkung angesehen [131, 132], vermutlich weil lipophile un-
geladene Moleküle leichter durch die Zellmembran ins Zytoplasma diffundieren. Inzwi-
schen gibt es zahlreiche Beispiele für die Wirksamkeit anionischer [150] und v. a. kationi-
scher Platinkomplexe [102, 163-170] sowie für deren Membrantransport und Anreicherung 
in Tumorzellen [104, 121, 171]. 
2.1.6. Bedeutung der Oxidationsstufe 
Obwohl Pt(IV)-Verbindungen i . d. R. weniger aktiv sind als die entsprechenden Pt(II)-Ana-
logen [150], waren sie ursprünglich v. a. wegen ihrer relativ guten Wasserlöslichkeit [136, 
150] trotzdem von Interesse. Im Gegensatz dazu wurden kürzlich lipophile Pt(IV)-Dicar-
boxylate mit Ammin/Amin-Liganden beschrieben, die nach p. o. Gabe gut resorbiert wer-
den [139, 172] und zusätzlich das Wachstum Cisplatin-resistenter Ovarialkarzinom-Zelli-
nien hemmen [159, 160]. 
Höchstwahrscheinlich werden Pt(IV)-Verbindungen in vivo zuerst zu den entsprechenden 
Pt(II)-Derivaten reduziert [136], da Pt(IV)-Komplexe ohne vorherige Reduktion nicht mit 
DNA reagieren können [150]. Als Reduktionsmittel unter physiologischen Bedingungen 
wurden Cystein [150], Ascorbinsäure [139, 147] und Fe 2 + [147] vorgeschlagen. 
2.2. Austauschreaktionen mit Nukleophilen 
Die biologische Wirkung von Platinkomplexen beruht auf Austauschreaktionen, die dazu 
führen, daß das Platin stabil an bestimmte, für die Zelle essentielle Biomoleküle gebunden 
wird [138]. Die Kinetik der Substitutionsreaktionen an quadratisch-planaren Plat ine-
Komplexen, die - wie bereits erwähnt - kinetisch relativ inert sind, ist gut untersucht [132, 
146, 173-177]. Diese Komplexe können prinzipiell sowohl mit Elektrophilen als auch mit 
Nukleophilen reagieren. Die elektrophile Substitution erfolgt aufgrund der hohen Elektro-
nendichte der d-Orbitale des Platins, der nukleophile Angriff infolge der positiven Ladung 
am Zentralion [146]. 
Im Folgenden werden nur diejenigen Aspekte nukleophiler Substitutionsreaktionen, die für 
die Antitumorwirkung der Cisplatin-Analoga von zentraler Bedeutung sind, angesprochen. 
Substituiert wird i . d. R. die Abgangsgruppe, in den meisten Komplexen ein anionischer 
Ligand [132], unter Retention der Konfiguration, d. h. aus einer cis-konfigurierten Verbin-
dung entsteht im Gegensatz zu den klassischen Alkylantien wieder eine eis-Verbindung, aus 
einem "trans-Komplex" das entsprechende Derivat mit trans-Konfiguration [138, 150]. K i -
netische Untersuchungen liefern indirekte Hinweise auf einen assoziativen Mechanismus 
über einen 5-bindigen Übergangszustand [132, 146, 185]. Aus dem negativen Vorzeichen 
und der Größe des Aktivierungsvolumens der Substitutionsreaktion kann auf die Ausbildung 
einer Bindung im Übergangszustand geschlossen werden. 
Dabei entsteht eine d2sp2-hybridisierte Zwischenstufe mit trigonal-bipyramidaler Struktur. 
Berechnungen mit Hilfe der MO- und der Ligandenfeld-Theorie bestätigen diese Annahme 
[146]. 
Vereinfacht dargestellt hängt die Geschwindigkeit der Substitution der Abgangsgruppe 
durch einen anderen Liganden ab von: 
(I) den Eigenschaften und der Konzentration des eintretenden Nukleophils. 
Von Bedeutung sind dabei seine Polarisierbarkeit, also das Ausmaß des Ionencharakters 
sowie das Verhältnis der Sigma- und Pi-Bindungsanteile bei der Wechselwirkung des ein-
tretenden Nukleophils mit dem Platin. Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt gemäß H 3 COH 
< H3CCOO- < Cl- < N H 3 < Imidazol < Br < S(CH 3) 2 < I- zu [132, 146]. 
(II) der Art des austretenden Liganden. 
Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang der sog. kinetische trans-Effekt, 
der manchmal auch als labilisierender trans-Effekt bezeichnet wird, ein Phänomen, das 
hauptsächlich bei quadratisch planaren Komplexen von Bedeutung ist [145]. Auf die viel-
fältigen Erklärungsmöglichkeiten seines Zustandekommens und seiner Ursachen [178] wird 
hier nicht weiter eingegangen, sondern es wird nur das Phänomen als solches dargestellt. 
Der kinetische trans-Effekt unterscheidet sich vom thermodynamischen trans-Einfluß da-
durch, daß er sich nicht wie der zuletzt genannte auf den Komplex im Grundzustand be-
zieht, sondern die Verhältnisse im Übergangszustand oder bei der Reaktion der trigonal-bi-
pyramidalen Zwischenstufe beschreibt. Der trans-Einfluß hilft vorauszusagen, bei welchem 
Liganden es sich um die potentielle Abgangsgruppe handelt. Der kinetische trans-Effekt gibt 
an, wie schnell dieser Austritt erfolgt. Diese beiden Effekte können, müssen aber nicht un-
bedingt zusammenhängen [146]. 
Bei der Auswertung kinetischer Daten aus vielen Arbeiten wurde folgende Abstufung ge-
funden: S-Donatoren > I- > Br > Cl" > N H 3 > OH" > H 2 0 [132, 146]. Iodid wirkt 
also viel stärker trans-dirigierend als beispielsweise Ammoniak. 
2.2.1. Solvolyseprodukte und Reaktionen mit niedermolekularen Liganden 
Zwar kann in seltenen Fällen ein Chlorid im Cisplatin möglicherweise durch einen direkten 
Angriff eines Makromoleküls substituiert werden [138], es wird aber allgemein angenom-
men, daß Platinkomplexe vorher zumindest teilweise hydrolysieren, und die Hydrolysepro-
dukte die eigentlich aktiven Substanzen darstellen [132, 136, 138, 150]. 
Je nach pH-Wert der Lösung und Konzentration der Chloridionen können 5 monomere Hy-
drolyseprodukte des Cisplatins entstehen. Das Hydrolysegleichgewicht wird zusätzlich da-
durch kompliziert, daß sich bei entsprechendem pH-Wert schnell Hydroxo-verbrückte Oli-
gomere bilden [132, 138, 147, 179, 180, 182]. 
Prinzipiell lassen sich bei Kenntnis der pKa-Werte der Aqua-Liganden und der Gleichge-
wichtskonstanten die Anteile und Konzentrationen der verschiedenen Hydrolyseprodukte 
für bestimmte pH-Werte und Chloridionen-Konzentrationen berechnen. Nach solchen Be-
rechnungen sollte die Dichlorospezies im Plasma eindeutig dominieren, im Zytosol sollten 
daneben auch Mono- und Diaqua-Verbindungen sowie Hydroxo-Aqua-Komplexe und deren 
Oligomere in nennenswerten Konzentrationen existieren. 
Die Bedeutung solcher Berechnungen erscheint allerdings insofern fragwürdig, als sie ein 
thermodynamisches Gleichgewicht voraussetzen, wie es unter physiologischen Bedingungen 
sicherlich nicht vorliegt [181]. Außerdem werden in diese Überlegungen die unterschiedli-
chen Reaktionsgeschwindigkeiten der Solvolyseprodukte nicht mit einbezogen. Gerade sol-
che Unterschiede könnten aber bei der Selektivität der Wirkung und der Toxizität eines 
Cisplatin-Analogons eine entscheidende Rolle spielen [132]. 
Unter physiologischen bzw. Zellkultur-Bedingungen sind die Reaktionsmöglichkeiten von 
Platinkomplexen äußerst vielfältig und kompliziert, da aufgrund der komplexen Zusammen-
setzung des Kulturmediums wie auch der biologischen Flüssigkeiten eine Vielzahl potentiel-
ler Liganden für Substitutionsreaktionen zu Verfügung steht. Liganden wie Chlorid, Sulfat, 
Phosphat, Hydrogencarbonat, Citrat, Acetat, Oxalat, Ammoniak oder Hydroxylionen, die 
theoretisch alle mit Platinkomplexen reagieren können, sind entweder Komponenten von in-
vitro- und in-vivo-Puffersystemen oder Bestandteile von Körperflüssigkeiten wie z. B. auch 
Zucker, Aminosäuren, Nukleotide, Porphyrine oder Vitamine wie Thiamin und andere 
Coenzyme [146, 147]. 
Obwohl auch H 2 0 ein potentieller Ligand ist und in der weitaus höchsten Konzentration 
(ca. 55 mol/1) vorliegt, ist das Wassermolekül aber gleichzeitig eine sehr gute Abgangs-
gruppe, so daß der Anteil an Hydrolyseprodukten durch das gleichzeitige Vorliegen relativ 
niedriger Konzentration an besseren Nukleophilen wie etwa Chlorid in Grenzen gehalten 
werden kann [146]. 
Ferner wird davon ausgegangen, daß weder Sulfat, Nitrat noch Phosphat an Platin koordi-
nieren. Der Phosphat-Sauerstoff ist eine ähnlich gute Abgangsgruppe wie der Nitrat-Sauer-
stoff. Für Nitrat konnte gezeigt werden, daß es eine noch bessere Abgangsgruppe als Was-
ser und Acetat ist [146]. Die Ether-Sauerstoffatome der Zucker sind ebenfalls schlechte 
Elektronendonatoren und besitzen daher genau wie die alkoholischen Funktionen nur ge-
ringe Affinität zum Platin. 
Im Gegensatz dazu sind Porphyrine, Thiamin [146], Nuleoside, Nukleotide [132, 146, 180-
187] und v. a. die schwefelhaltigen Aminosäuren Cystein, Cystin, Methionin und das Tri-
peptid Glutathion [146, 147, 188] sehr gute Reaktionspartner. Mauldin et al. [189] haben 
die Austauschreaktionen von (d,l-trans-l,2-Diaminocyclohexan)malonatoplatin(II) in RPMI 
1640-Medium, das 15% fetales Kälberserum enthielt, untersucht und festgestellt, daß Me-
thionin, Cystein und Glutathion mit Platin 50-400-mal stabilere Addukte bilden, als die üb-
rigen Aminosäuren. Die Adduktbildung mit S-Donatoren führt zum Verlust der Antitumor-
wirkung [46, 47, 147, 189, 190]. 
2.2.2. Reaktionen mit Biopolymeren 
Pt(II)-Komplexe binden an alle DNA- und RNA-Basen. Die Affinität der Nukleotide nimmt 
in der Reihenfolge GMP > AMP > > CMP > > TMP = UMP ab [146, 185]. Bei phy-
siologischen pH-Werten sind die Stickstoffatome N7 des Guanins bzw. NI und N7 des 
Adenins die bevorzugten Angriffsorte [132, 146, 180-186]. Folgende Reaktionsprodukte 
von Cisplatin und DNA werden diskutiert: 
(I) monofunktionelle Koordination von Platin an eine Nukleobase 
(II) Verknüpfung zweier Basen in den beiden entgegengesetzten DNA-Strängen (Inter-
strand-Crosslink) 
(III) Verknüpfung zweier Basen innerhalb eines DNA-Stranges (Intrastrand-Crosslink) 
(IV) Vernetzung von DNA und Protein 
(V) Bifunktionelle Koordination von Platin an eine DNA-Base (Chelatbildung) 
Mit Ausnahme der Chelatbildung sind alle aufgeführten Varianten experimentell nachgewie-
sen worden [181, 185]. Aus in-vitro-Untersuchungen ergab sich, daß 1,2-Intrastrand-Cross-
links zwischen den N7-Positionen in d(GpG) (> 65% aller Koordinationsprodukte) und in 
d(ApG) (20-25%) die bevorzugten Addukte von Cisplatin und DNA sind, während die 
Quervernetzung weiter entfernter Basen und die Ausbildung von Interstrand-Crosslinks mit 
ca. 4% wesentlich seltener auftritt [185]. 
Röntgenstrukturdaten zeigen, daß H-Brücken zwischen dem 5'-Phosphat des Nukleotids 
bzw. dem 06 des Guanins und einem Ammin-Liganden des Cisplatins bei der Adduktbil-
dung ebenfalls eine Rolle spielen [185]. Diese Wechselwirkungen scheinen für die Antitu-
moraktivität von Platinkomplexen mit primären und sekundären Amin-Liganden, welche in 
der beschriebenen Weise als Wasserstoffbrücken-Bildner fungieren, wichtig zu sein [161, 
182, 185, 187]. 
Im Gegensatz zu den Nukleinsäuren, sind die Verhältnisse bei Proteinen wenig untersucht. 
Die Mindestzahl an potentiellen Bindungsstellen für Platin entspricht in jedem Protein der 
Anzahl der Peptidbindungen. Sowohl der N- als auch der C-Terminus - beide bei Neutral-
pH geladen - können mit allen Platinkomplex-Ionen elektrostatische Wechselwirkungen ein-
gehen. Carboxylate zeigen jedoch relativ geringe Bereitschaft für nukleophile Reaktionen 
und sind zusätzlich relativ gute Abgangsgruppen [146]. Im Gegensatz dazu ist die Affinität 
des Amins zum Platin hoch. Diese Liganden sind zudem schlechte Abgangsgruppen, sofern 
sie keinem kinetischen trans-Effekt ausgesetzt sind. Daher ist der C-Terminus eines Proteins 
der bessere Reaktionspartner. Da die Konzentration der Peptidbindungen diejenige der in-
dividuellen Seitenketten deutlich übersteigt, und in jedem Protein, unabhängig von der Ter-
tiärstruktur, zumindest immer einige der Amidbindungen zugänglich sind [191], müssen sie 
als Liganden in Betracht gezogen werden, insbesondere dann, wenn sie deprotoniert vorlie-
gen. 
Die höchste Affinität zum B-Typ-Metall Platin haben aber die Aminosäurereste des Cysteins 
und des Methionins. Die Nucleophilie des Schwefels nimmt in der Reihenfolge RSH < 
RSR < RS - zu, und die S-Pt-Bindung ist kinetisch inert [146]. Wie bereits erwähnt, ist die 
Nukleophilie des Stickstoffs in 1 Position des Imidazol-Rings im Histidin ebenfalls hoch. 
Außerdem ist Imidazol eine schlechte Abgangsgruppe. Verhältnismäßig hoch sind auch die 
Affinitäten von Arginin, Lysin und Tryptophan. 
Mit anderen Worten: Platin (II) bindet an die schwefelhaltigen Aminosäurereste und den 
Imidazol-Ring des Histidins, sobald diese Gruppierungen im Protein zugänglich sind. Eine 
weitere Möglichkeit besteht in der Bindung an Di sulfidbrücken, sofern die Tertiärstruktur 
dies zuläßt. Die Reaktivität von Disulfiden mit Platin(II) ist vergleichbar mit derjenigen von 
Cystein und Methionin [146]. 
2.2.3. Freisetzung von Amin-Liganden 
Obwohl nach den obigen Ausführungen und zahlreichen experimentellen Befunden davon 
ausgegangen werden muß, daß Amin-Liganden, insbesondere wenn sie zur Chelatbildung 
befähigt sind, in Injektionslösungen [138] und Kulturmedien [189] stabil an Platin gebunden 
bleiben [131, 132, 150], scheinen die Verhältnisse in Serum nicht so eindeutig zu sein. 
So lieferten pharmakokinetische Untersuchungen von Platin(II)-Komplexen mit 195mPt bzw. 
1 9 1Pt als Zentralion und [14C]-markiertem Ethylendiamin zunächst keinerlei Anhaltspunkte 
für eine Verdrängung des Amin-Liganden durch bessere Nukleophile in vivo [131, 192, 
193]. Aus analogen Experimenten ergaben sich aber später doch Hinweise, daß es unter 
bestimmten Bedingungen zur Freisetzung des Ethylendiamins kommen kann [194]. 
Erst kürzlich wurde berichtet, daß auch bei [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamin]dichloroplatin(II) der Ligand, der - wie der Komplex [195, 198, 199] - Östro-
gene Eigenschaften besitzt [156, 196], in serumhaltigem Kulturmedium in Gegenwart von 
Methionin und Glutathion freigesetzt wird [188]. Die dem Komplex zugeschriebene 
Antitumorwirkung bei hormonsensitiven Tumoren [156, 169, 196, 197], insbesondere aber 
das "Östrogenrezeptor-Processing" und die Induktion des Progesteron-Rezeptors [198] nach 
einem Zerfall des Komplexes in den Amin-Liganden und eine zytotoxische Platinspezies 
könnten Wirkungen dieser Zerfallsprodukte sein. Die Ursächlichkeit des intakten Komple-
xes für die Auslösung dieser Effekte betreffende quantitative und kinetische Überlegungen 
[199] bleiben aber so lange zweifelhaft, wie die Wiederfindungsrate bei der chromatogra-
phischen Auftrennung von Komplex und Ligand weniger als 60 % beträgt, und der 
radioaktiv markierte Komplex bereits den Östrogenen [3H]-Liganden als deutlich nachweis-
bare Verunreinigung enthält [199]. 
Im Gegensatz zu den obigen Befunden [188] ergaben zeitabhängige Untersuchungen der 
Östrogenen Aktivität des entsprechenden Diaqua-Derivats mit Hilfe der Luziferase-Expres-
sion in MCF-7-Zellen keinen Hinweis auf einen solchen Zerfall [195], so daß zum gegen-
wärtigen Zeitpunkt die Bedeutung dieses Phänomens noch nicht abschließend beurteilt wer-
den kann. 
3. Wirkmechanismus 
Nach der allgemeinen Auffassung ist die DNA der entscheidende Angriffspunkt für Platin-
Komplexe in der Zelle. V. a. Intrastrand-Crosslinks repräsentieren die kritischen Läsionen. 
Gründe für die zentrale Rolle der DNA bei der Antitumorwirkung finden sich z. B. in den 
Arbeiten von Pinto & Lippard [200] und Johnson et al. [180]. 
Daneben werden auch immer wieder sog. "alternative" Wirkmechanismen, wie etwa das 
Verursachen eines G2-Arrests [201], bzw. das Auslösen von Apoptose (des vorprogram-
mierten Zelltods) [202] oder die Beeinträchtigung von Signalübertragungsprozessen an der 
Zellmembran durch Cisplatin ins Spiel gebracht. Da dies jedoch nicht Gegenstand dieser 
Arbeit ist, wird hier nur auf die Ausführungen von Koop [195] und Holler [203] und die 
dort zitierte Literatur verwiesen. 
Die Art und Weise wie Cisplatin und seine Analogen in die Tumorzelle gelangen, sei es 
über einfache bzw. erleichterte Diffusion oder über einen aktiven Transportvorgang ist im-
mer noch Gegenstand kontroverser Diskussionen [104, 121, 138, 171, 204-210]. Dies rührt 
nicht zuletzt daher, daß die Messung niedriger Platinkonzentrationen in biologischen Mate-
rialien mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS), die in den meisten Arbeiten zur 
Platinbestimmung eingesetzt wird, unter gewissen Bedingungen sehr störanfällig ist [121]. 
Die Problematik der Beurteilung von Literaturangaben zum Ausmaß der intrazellulären An-
reicherung und zum Mechanismus der Aufnahme von Cisplatin zeigt das folgende Beispiel. 
Unlängst publizierten Just & Holler [207] eine 1600-fache Platinanreicherung in P388 D r 
Zellen, die in vitro 2 h mit 1 jtimol/1 Cisplatin behandelt worden waren. Ohne die Energetik 
der Anreicherung zu untersuchen, war den Autoren dieser Befund Hinweis genug, um die 
Aufnahme von Cisplatin in diese Mäuse-Leukämiezellen auf einen aktiven Transport zu-
rückzuführen. 
Im krassen Gegensatz zu einer derart extremen Platinakkumulation kam es im Wiederho-
lungsexperiment nach Validierung der AAS-Methodik mit Hilfe der Neutronenaktivierungs-
analyse [211] während der 2-stündigen Platinexposition gerade einmal zum Konzentrations-
ausgleich [121]. 
Oft ist es auch schwierig die Relevanz experimenteller Befunde, die aus meßtechnischen 
Gründen unter Verwendung extrem hoher Platinkonzentrationen gewonnen wurden [208], 
für die Verhältnisse unter klinischen Bedingungen zu erkennen. 
Außerdem wird in einigen Untersuchungen zur Beteiligung eines energieabhängigen Trans-
portmechanismus stillschweigend davon ausgegangen, daß der ATP-Gehalt in den Zellen 
durch bestimmte Stoffwechselgifte auch im Zellkulturmedium, das normalerweise ja reich 
an Glukose und anderen Nährstoffen ist, stark abgesenkt wird [209], Da dies aber keines-
wegs immer der Fall ist [121], können leicht Fehlinterpretationen der Versuchsergebnisse 
provoziert werden. 
4. Toxizität 
Die klinische Anwendung von Cisplatin und Carboplatin wird durch eine Reihe schwerer 
Nebenwirkungen eingeschränkt [57, 131, 134, 136, 144, 148], deren Ausprägung und zeit-
liches Auftreten von der verabreichten Dosis und dem Behandlungsschema abhängen. Die 
Platinkomplexe nehmen unter den Antitumormitteln eine gewisse Sonderstellung ein, da 
sich ihr Toxizitätsprofil [138, 212] aus den wohlbekannten Nebenwirkungen typischer A l -
kylantien [213] und der Giftigkeit von Schwermetallen [214, 215] zusammensetzt. Die To-
xizität von Platinkomplexen kann sich in Fehlfunktion der Nieren, durch Übelkeit und Er-
brechen, periphäre Neuropathien, Beeinträchtigung des Gehörs, Schädigung des Knochen-
marks, Störungen des Sehvermögens, in seltenen Fällen auch durch Krämpfe und allergi-
sche Reaktionen äußern. 
Beim Cisplatin stehen Nephrotoxizität, Neurotoxizität und Ototoxizität im Vordergrund und 
sind besonders besorgniserregend, da sie kumulativ und nach Absetzen der Therapie nur 
teilweise reversibel sind. Akutes Nierenversagen kann innerhalb von 24 Stunden nach der 
Verabreichung von Cisplatin eintreten, insbesondere dann, wenn die Patienten vor und wäh-
rend der Behandlung nicht ausreichend bewässert werden. Bei Gabe der üblichen Dosis von 
100 mg pro m 2 Körperoberfläche und Zyklus hält sich die Fehlfunktion der Nieren dank ei-
ner intensiven Hydratationstherapie bei forcierter Diurese jedoch in Grenzen und ist i . d. R. 
reversibel. 
Für das Ausmaß der Nierenschädigung ist nicht allein das Zentralion Platin verantwortlich, 
sondern es wird vermutlich sowohl durch die Art der Abgangsgruppe als auch durch den 
Neutralliganden bestimmt. Obwohl der dafür verantwortliche Mechanismus noch weitge-
hend unklar ist, sind hoch reaktive, geladene Aquaspezies bei vergleichbarer Antitumorwir-
kung stärker nephrotoxisch, als die kinetisch relativ inerten neutralen Dichloro-, Car-
boxylato- und Malonato-Komplexe [138, 212, 216]. 
Übelkeit und Erbrechen sind gemeinsame, folgenschwere Nebenwirkungen von Zytostatika 
wie Doxorubicin, Dacarbazin, Stickstofflost, Cyclophosphamid (hochdosiert) und Cisplatin. 
Tatsächlich ist unter allen bekannten Arzneimitteln Cisplatin diejenige Substanz, die in die-
ser Hinsicht am stärksten wirkt. Trotz des kombinierten Einsatzes verschiedener Antieme-
tika ist bei manchen Patienten das Erbrechen immer noch so heftig, daß sie eine Fortsetzung 
der Cisplatin-Therapie aus diesem Grund ablehnen. 
Ein großer Vorteil von Cisplatin besteht darin, daß seine Myelotoxizität, die bei den mei-
sten Zytostatika die Dosis-limitierende Toxizität darstellt, vergleichsweise gering ist. Dies 
ist von besonderer Bedeutung für die Polychemotherapie, da Cisplatin sehr effektiv mit an-
deren Chemotherapeutika kombiniert werden kann, ohne daß das Knochenmark dadurch zu-
sätzlich geschädigt wird. 
Mit dem Carboplatin ist es gelungen einen Platinkomplex in der Klinik zu etablieren, dessen 
nephrotoxische und emetogene Wirkung im Vergleich zum Cisplatin deutlich geringer aus-
geprägt ist [134, 136, 138, 212]. Neurotoxizität und Ototoxizität wurden durch die Einfüh-
rung der Dicarboxylato-Abgangsgruppe im großen und ganzen nicht verändert. 
Im Gegensatz dazu kam es aber zu einer drastischen Verstärkung der Myelosuppression, die 
somit zur Dosis-limitierenden Toxizität von Carboplatin wird. Aus diesem Grund und we-
gen seiner Wirkungslosigkeit bei Cisplatin-resistenten Tumoren gelangt man in letzter Zeit 
immer mehr zur Ansicht, daß Carboplatin keine Alternative zur "First-Line-Therapie" mit 
Cisplatin darstellt. 
Ähnliches scheint, sofern dies aufgrund der bisherigen Ergebnisse von Phase-I- und II-Stu-
dien beurteilt werden kann, auch für Platin-DACH, Tetraplatin, Iproplatin und Spiroplatin, 
die alle wie Carboplatin Vertreter der Platinkomplexe der 2. Generation sind, zu gelten 
[134, 136, 212]. 
5. Cisplatin-Resistenz 
Die antineoplastische Aktivität von Cisplatin wird außerdem sowohl durch primäre als auch 
durch sekundäre, d. h. erworbene Resistenz der Tumorzellen limitiert. Primärresistenz 
heißt, daß bestimmte Krebsarten wie etwa das Colonkarzinom, das nicht-kleinzellige Bron-
chialkarzinom, das Nierenzellkarzinom und das Maligne Melanom schon zu Beginn der 
Zytostatika-Therapie nicht auf diese Behandlung ansprechen. 
Erworbene Resistenz tritt erst auf, nachdem der Primärtumor anfänglich eine Zeit lang auf 
eine bestimmte Therapie angesprochen hatte. Sie beruht entweder auf Veränderungen der 
Zellen unter dem Selektionsdruck der Chemotherapie oder auf dem Vorhandensein einiger 
bereits primär resistenter Zellen, welche den Therapieversuch überleben und zu einem 
Relaps führen [104, 217]. 
Es wurde eine Reihe von Mechanismen beschrieben, die zu einer Resistenz der Tumorzellen 
gegenüber Cisplatin führen können [46, 47, 139, 218, 219]. 
Beispielsweise ist bei vielen Cisplatin-resistenten Krebszellinien die intrazelluläre Wirkstoff-
Anreicherung infolge einer reduzierten Aufnahme verringert [160, 220]. Im Gegensatz zum 
Phänomen der Multi-Drug-Resistenz, bei dem Chemotherapeutika mit ganz unterschiedli-
chen Strukturen von einem gemeinsamen Carrier, dem P-Glycoprotein, verstärkt aus der 
Zelle heraustransportiert werden [45], spielt dieser Mechanismus bei der Cisplatin-Resistenz 
keine Rolle [220]. 
Ein erhöhter Spiegel an Metallothionein, einem intrazellulären Protein aus 61 Aminosäuren 
- 20 davon sind Cystein-Reste - und das zur Schwermetall-Entgiftung dient [215], kann zur 
vermehrten Inaktivierung von Cisplatin und damit zur Cisplatin-Resistenz führen [221]. 
Eine weitere Ursache für Resistenz besteht in einer Erhöhung des Glutathion-Spiegels. Cis-
platin kann an Glutathion (GSH) gebunden und dadurch ebenfalls inaktiviert werden. Au-
ßerdem vermindert GSH an der DNA die Umwandlung von Cisplatin-Monoaddukten in die 
für die Wirkung notwendigen Intra- und Interstrand-Crosslinks [222]. 
Die effiziente Erkennung von Cisplatin-DNA-Crosslinks und die hohe Aktivität der betei-
ligten Reparatursysteme scheinen bei der Resistenzentwicklung gegenüber Cisplatin eine 
genauso wichtige Rolle zu spielen [223, 224], 
Interessanter Weise kann auch GSH zur Erhöhung der DNA-Repairaktivität beitragen [225]. 
Außerdem wurde bei einigen Cisplatin-resistenten Zellinien ein erhöhte Aktivität von 
Glutathion-S-Transferase, einem Enzym, das elektrophile Substanzen wie Cisplatin mit 
GSH konjugiert und dadurch inaktiviert, gefunden [226, 227]. 
Meist ist für die Resistenzentwicklung nicht nur ein einzelner Faktor verantwortlich, son-
dern sie beruht vielmehr auf einer Kombination von mehreren Mechanismen, die darüber 
hinaus von Tumor zu Tumor stark variieren können. Biochemische Prozesse, wie das Aus-
maß der Substanzinaktivierung und die Effizienz des DNA-Repairs, scheinen sich jedoch im 
Tumorgewebe wie im gesunden Gewebe in gleichem Maße auszuwirken. Sie sind vermut-
lich nicht allein durch die Besonderheiten des Tumors, sondern auch durch die genetische 
Disposition des jeweiligen Patienten bestimmt. Untersuchungen von Pt-DNA-Addukten in 
Leukozyten aus peripherem Blut ergaben große Schwankungen hinsichtlich des Ausmaßes 
der DNA-Platinierung nach Cisplatin-Behandlung [138, 226, 229]. Dabei korrelierte das 
Ausmaß der DNA-Platinierung in den Leukozyten von Patienten mit Ovarial- und Ho-
denkarzinomen mit ihrem Ansprechen auf die Cisplatin-Therapie. 
6. Platinkomplexe der 2. und 3. Generation 
Bereits vor der Entdeckung der antineoplastischen Aktivität des Cisplatins wurden schon 
Metallkomplexe vorklinisch getestet. Zwischen 1955 und 1979 waren es allein am NCI 
etwa 12000 Substanzen. Mit den damals gebräuchlichen Screeningsystemen war die 
Chance, eine Substanz mit Antitumoraktivität zu finden, bei Metallkomplexen ungefähr 800 
mal höher als bei organischen Verbindungen. Innerhalb dieses Zeitraums erfüllten am NCI 
etwa 1000 Metallverbindungen die Minimalanforderungen für Antitumoraktivität [132]. 
Gleich nach der Entdeckung der Antitumorwirkung des Cisplatins wurde verstärkt nach 
Substanzen gesucht, die sich einerseits durch eine bessere Wasserlöslichkeit auszeichnen, 
andererseits sollten sie aber auch weniger gravierende Nebenwirkungen besitzen [134, 136, 
139]. Im Laufe der Zeit konzentrierte sich die Suche aber immer mehr darauf, wirksamere 
Komplexe zu finden, insbesondere solche, die auch bei Cisplatin-resistenten Tumoren aktiv 
sind. 
Obwohl schon viele neue Platin-Komplexe klinisch geprüft worden sind, scheinen nur sehr 
wenige die gewünschten Kombinationen aus physikalisch-chemischen und biologischen 
Eigenschaften zu besitzen, die nötig wären, um Cisplatin und Carboplatin überlegen zu 
sein. 
Auf dem "6. Internationalen Symposium über Platin- und andere Metall-Komplexe in der 
Krebstherapie" im Januar 1991 wurde über acht neue Vertreter aus der 2. und 3. Generation 
von Platinkomplexen berichtet, von denen die Mehrzahl gegenüber der Cisplatin-resistenten 
L1210-Leukämie aktiv ist, und die sich alle zur Zeit in frühen Phasen der klinischen Prü-
fung befinden [139]. 
Die Verbindungen Ormaplatin (früher Tetraplatin) [230], Oxalatoplatin [231] und das in 
Form von Liposomen verabreichte NDDP [232] besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal 
den 1,2-Diaminocyclohexan-Liganden. Enloplatin [139], Zeniplatin [233], NK121 und 
DWA2114R [234] haben 1,1 '-Cyclobutandicarboxylat als Abgangsgruppe. 
Je nach Struktur, ähneln diese neuen Cisplatin-Analoga hinsichtlich ihres Nebenwirkungs-
spektrums und der Art ihrer Dosis-limitierenden Toxizität entweder mehr dem Cisplatin 
oder dem Carboplatin. Überraschender Weise scheint aber bei Enlo- und Zeniplatin, die 
Nephrotoxizität, trotz der kinetisch inerten Abgangsgruppe, im Vordergrund zu stehen. 
Bemerkenswert ist das geringe Proteinbindungsvermögen von Zeniplatin, DWA 2114R und 
NK 121. Besonders interessant erscheint in dieser Hinsicht die Verbindung 234 S, ein Cis-
platin-Derivat mit einem Glycolato-Liganden. Nach 6 h liegt dieser Komplex im Serum 
noch vollständig in freier Form vor [234]. 
VII. Neue DiphenvlethvlendiaminplatindD-Komplexe 
Im Arbeitskreis von Prof. Schönenberger wird seit beinahe 20 Jahren daran gearbeitet, die 
Selektivität von Krebs-Chemotherapeutika durch Kopplung einer zytotoxischen Gruppe an 
biologisch aktive Carriermoleküle zu erhöhen. 
Im Falle des hormonsensitiven Mammakarzinoms erschienen die Verhältnisse besonders 
günstig, da sich natürliche Hormone wie etwa Östradiol oder synthetische nicht-steroidale 
Östrogene wie Diethylstilböstrol, die aufgrund ihrer hohen Affinität zum Östrogenrezeptor 
(ER) in den Tumorzellen angereichert werden und in hoher Dosierung schon per se eine 
gewisse Antitumorrwirkung besitzen [48], als Carrier anboten [235]. 
Ausgangspunkt für die geplanten Neuentwicklungen war das nicht-steroidale Östrogen 
Hexöstrol. Der Ersatz der beiden Ethylgruppen durch NH2-Funktionen schaffte die Voraus-
setzungen zur stabilen Komplexierung mit Platin(II) [236]. 
Obwohl weder Cis- noch Carboplatin bei der Behandlung des metastasierten Brustkrebses 
eine Rolle spielen, gibt es neuerdings Hinweis darauf, daß Platinkomplexe, insbesondere 
wenn sie als "First-Line-Therapeutikum" eingesetzt werden, am Mammakarzinom doch 
wirksamer sein können, als ursprünglich angenommen [237]. 
Nicht zuletzt aus diesem Grunde erweist sich die Wahl von Cisplatin als zytotoxisches 
Wirkprinzip der neuen Diphenylethylendiamin-Derivate als vorteilhaft. 
Voraussetzung für das Funktionieren des angestrebten "Drug-Targeting-Konzeps" [156] ist 
die Erhaltung der Rezeptoraffinität des neuen Wirkstoffs, auch nach Einführung der zyto-
toxischen Platin-Gruppierung. Außerdem darf die neue Verbindung nicht zu reaktiv sein, da 
die Reversibilität der Rezeptorbindung eine wesentliche Voraussetzung für den Transport 
der zytotoxisch aktiven Cisplatin-Gruppe zur DNA [236] ist. 
Neben Platinkomplexen für die Therapie des Mammakarzinoms wird auch nach Cisplatin-
Analoga mit breiterem Indikationsgebiet, wie z. B. Prostata-, aber auch Ovarialkarzinum, 
gesucht. Ovarialkarzinome können zwar mit Cisplatin anfänglich meist gut behandelt wer-
den, in vielen Fällen tritt aber nach einiger Zeit ein Relaps auf [143]. Der neu entstandene 
Tumor ist dann fast immer Cis- und Carboplatin-resistent. 
Dieser Zielsetzung folgend wurde eine Vielzahl diastereomerer (1,2-Diphenylethylendia-
min)dichloroplatin(II)-Komplexe synthetisiert. Tatsächlich besitzen einige dieser neuen 
Cisplatin-Analoga, abhängig von der jeweiligen Struktur, an einem oder mehreren Nager-
tumormodellen (P388- bzw. L1210-Mäuseleukämie, hormonsensitives und hormonunab-
hängiges MXT-Mammakarzinom der Maus, DMBA-induzierter Brustkrebs der Ratte, Dun-
ning- und Noble-Prostatakarzinom der Ratte) in vivo bemerkenswerte Antitumoraktivität 
[238-243]. 
Auffallend waren diesbezüglich diastereomere ortho- [240, 241] und meta- [242] OH-sub-
stituierte Komplexe und dihalogenierte (l,2-Diphenylethylendiamin)dichloroplatin(II)-Deri-
vate [33, 78]. 
Die Testergebnisse einer Reihe von 4-OH-Verbindungen [155] mit variablen ortho-Substitu-
enten [243] führte zur Synthese diastereomerer [l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethy-
lendiamin]dichloroplatin(II)-Komplexe [169, 196]. Hinweise auf die besondere Bedeutung 
von Fluor in 4-Stellung ergab die Prüfung verschiedener para-substituierter Verbindungen 
[239]. 
Da diese Komplexe alle sehr schlecht wasserlöslich sind, wurde durch die Einführung von 
Sulfat oder Nitrat versucht, ihre Löslichkeit zu verbessern [166, 169]. Die Wasserlöslich-
keit dieser Derivate ist aber immer noch so gering, daß sie für die in-vitro-Testung trotzdem 
in organischen Solventien, wie etwa DMF gelöst werden müssen [104]. 
Mit Ausnahme von [meso-1,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]platin(II) 
[169] sind die R,R/S,S-konfigurierten Komplexe i . a. wirksamer als die entsprechenden 
meso-Verbindungen [238]. Die Trennung der 3-OH- [241] und 4F-substituierten [99] 
Komplexe in die reinen Enantiomeren erhöht die Antitumoraktivität dieser Cisplatin-Ana-
loga nicht. 
Aufgrund der bisher vorliegenden vorklinischen Daten zeichnen sich innerhalb der Verbin-
dungsklasse der (l,2-Diphenylethylendiamin)platin(II)-Komplexe drei Entwicklungsrichtun-
gen ab: 
(I) Verbindungen mit östrogener Wirkung (z. B. [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphe-
nyl)ethylendiamin]platin(II)) zur Behandlung hormonsensitiver Tumoren [78, 156, 169, 
196], insbesondere des Prostatakarzinoms [197, 244] 
(II) Komplexe mit OH-Gruppen in Ortho- [65 , 67, 101, 103, 245] oder meta- [65, 66] 
Stellung zur Therapie des Ovarialkarzinoms (z. B. racem-[l,2-Bis(2-hydroxyphenyl)ethy-
lendiamin]platin(II)) 
(III) Fluor-substituierte Derivate (z. B. racem-[l,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]pla-
tin(II)) [166, 167, 170] v. a. zur Behandlung des hormonsensitiven und des hormonunab-
hängigen Mammakarzinoms [63, 99, 102, 104] 
1. [meso-1,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe 
Die am besten untersuchten Vertreter der sog. "Östrogenen Platinkomplexe" sind [meso-
l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) und dessen Diaquade-
rivat. 
1.1. Rezeptorbindungsaffinität und Östrogene Eigenschaften 
Obwohl ihre Affinitäten zum Östrogenrezeptor (ER) mit < 1% sehr niedrig sind [63, 196, 
198], besitzen diese Substanzen im Dorfman-Test eindeutig Östrogene Eigenschaften [78, 
156, 196]. Untersuchungen mit Radioliganden erbrachten indirekte Hinweise auf das 
Auslösen des "ER-Processings" und die Induktion des Progesteronrezeptors (PR) durch 
diese Verbindungen [198, 199]. Darüber hinaus wurde beim Dichloro-Derivat ER-abhän-
gige Expression von CAT- und Luciferaseaktivität nachgewiesen [195]. 
1.2. Antitumorwirkung in vitro 
In pharmakologisch relevanten Konzentrationen sind diese Komplexe gegenüber hormonun-
abhängigen (MXT (M3.2-OVEX) [246] MDA-MB-231 [63]), aber auch hormonsensitiven 
murinen (MXT (M3.2)) [246] und menschlichen (MCF-7, T-47-D, ZR-75-1) [63, 104, 
199] Mammakarzinommodellen in vitro wirkungslos. 
1.3. Antitumorwirkung an hormonsensitiven Nagertumoren in vivo 
In krassem Gegensatz dazu ist in vivo sowohl [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamin]dichloroplatin(II) als auch sein Diaqua-Derivat gegenüber hormonsensitiven 
Nagertumoren (MXT (M 3.2) Mammakarzinom der B6D2F2 Maus, DMBA-induziertes 
Mammakarzinom der SD-Ratte [156, 169, 196], Dunning-R-3327- und Noble-Prostata-
karzinom der Ratte [197, 244]) hochaktiv, während die hormonunabhängige Variante des 
MXT-Tumors und P388 in ihrem Wachstum nicht gehemmt werden [78, 156, 196]. 
1.4. Wirkungen nach peroraier Applikation 
Die Östrogenen Eigenschaften und die selektive Wachstumshemmung der hormonsensitiven 
MXT-Variante bleiben auch nach peroraler Gabe von [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxy-
phenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) erhalten [244]. 
Die Tatsache, daß Cisplatin und Carboplatin ebenfalls aus dem Dünndarm der Ratte per 
Diffusion resorbiert werden [247], ermutigt zur Weiterentwicklung von wenig toxischen, p. 
o. applizierbaren, Östrogenen Platinkomplexen [78, 244], insbesondere für die Therapie des 
hormonsensitiven Prostatakarzinoms [197, 244]. 
1.5. Antitumorwirkung an menschlichen Brustkrebsmodellen in der Nacktmaus 
In der Nacktmaus war [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]platin(II) 
sowohl am hormonunabhängigen MDA-MB-231-Tumor als auch an den hormonsensitiven 
MCF-7- und ZR-75-1-Mammakarzinomen unwirksam [70]. Erwähnung verdient hier die 
Beobachtung, daß auch hormonsensitive Nagertumoren (MXT-Mammakarzinom, Dunning-
Prostatakarzinom) nach Implantation in die Nacktmaus nicht mehr auf die Substanz anspre-
chen [248]. Somit könnte bei dieser speziellen Verbindung das Nichtansprechen der men-
schlichen Tumoren eventuell durch das "Testsystem Nacktmaus" bedingt sein und muß 
nicht unbedingt eine Eigenschaft der Tumoren selbst sein. 
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1.6. Vorstellungen zum Wirkmechanismus 
Die Aufklärung des Wirkmechanismus von [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)-
ethylendiamin]platin(II) ist Gegenstand einer laufenden Dissertation [246]. Die bisher ge-
wonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, daß: 
(I) die Tumorremission nicht auf eine direkte zytotoxische Wirkung an der Tumorzelle zu-
rückzuführen ist, da die Substanz in pharmakologisch relevanten Konzentrationen gegen 
hormonsensitive MXT-Zellen in vitro unwirksam ist [246] 
(II) bei der Tumorremission das Immunsystem involviert ist, da hormonsensitive Nagertu-
moren in thymusaplastischen Mäusen auf diese Substanz nicht mehr ansprechen [248] 
(III) die Tumorremision - zumindest teilweise - auf die Östrogene Wirkung dieser Substanz 
[156, 196] zurückzuführen ist, da - ähnlich wie bei DES [249] an ovariektomierten Mäusen 
ein biphasischer Effekt beobachtet wird [246] 
Auf die Untersuchungen zur Korrelation der Raumstruktur verschiedener Diphenylethylen-
diaminplatin(II)-Komplexe mit den beobachteten Östrogenen bzw. antiÖstrogenen Wirkun-
gen [250] einzugehen, würde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. 
2. [l,2-Bis(2-hydroxyphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) und [(Hydroxyphenyl)-2-
pheny lethy lendiamin] dichloroplatin(II)-Komplexe 
Im Hinblick auf die neue Indikation Ovarialkarzinom wurden vier stereoisomere [1,2-Bis(2-
hydroxyphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II)-Verbindungen (meso-di-2-OH, racem-di-2-
OH, getrennte Enantiomere) und fünf isomere [(Hydroxyphenyl)-2-phenylethyIendiamin]di-
chloroplatin(II)-Komplexe (threo-2-OH, erythro- 3-OH, threo-3-OH, erythro-4-OH und 
threo-40H) an den menschlichen Ovarialkarzinomzellinien SK-OV-3 und NIH-OVCAR-3 
hinsichtlich ihrer Antitumorwirkung mit Cisplatin verglichen [65-67, 101, 103, 245]. 
2.1. In vitro Chemosensitivitätstests an menschlichen Ovarialkarzinom-Zellinien 
2.1.1. Langzeitexposition von SK-OV-3- und NIH-OVCAR-3-Zellen 
SK-OV-3: Alle Platinkomplexe wurden im vorher beschriebenen kinetischen Chemosensi-
tivitätstest [34] in einer Endkonzentration von 1 j iM, 2,5 /xM und 5 /xM eingesetzt und ver-
blieben während der gesamten Versuchsdauer (162 h) im Kulturmedium. 
Lediglich Cisplatin wirkte in der höchsten Konzentration zytozid. In äquimolarer Dosierung 
war bei (-)-di-2-OH und threo-3-OH eine vergleichsweise schwache Hemmung der Zellpro-
liferation mit T/C-Werten um 65 zu beobachten. Alle übrigen Verbindungen zeigten keiner-
lei Wirkung [65]. 
NIH-OVCAR-3: Das Experiment wurde wie oben beschrieben durchgeführt. Die Versuchs-
dauer betrug jedoch 256 h. Diese Zellinie reagierte auf alle getesteten Pt-Komplexe deutlich 
empfindlicher als SK-OV-3; es besteht eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung. Cisplatin 
zeigt in der 1 /xM Konzentration zytozide Wirkung. Die di-OH-substituierten Pt-Derivate 
sind wirksamer als die monohydroxylierten (aktivster Vertreter dieser Reihe ist threo-3-
OH). Im Vergleich mit Cisplatin werden bei den Dihydroxy-Komplexen höhere Dosierun-
gen benötigt, um die gleiche Wirkung hervorzurufen. Die äquiaktiven, zytoziden Konzen-
trationen sind für meso-di-2-OH 5 fiM bzw. 2,5 (iM für racem-di-2-OH sowie für die ge-
trennten optischen Antipoden. 
2.1.2. Stabilität der Komplexe im Kulturmedium 
Cisplatin, racem-di-20H und beide Enantiomeren wurden in RPMI 1640 mit 10% FCS und 
Insulin bei 37° C unterschiedlich lange (0-75 h) vorinkubiert. Die Bestimmung der Sub-
stanzstabilitäten erfolgte indirekt im Chemosensitivitätstest mit NIH-OVCAR-3-Zellen. 
Alle Pt-Komplexe werden unter Zellkulturbedingungen schnell inaktiviert. Cisplatin zeich-
net sich durch die höchste Stabilität [63, 65, 84, 102, 104] aus, gefolgt vom linksdrehenden 
Enantiomer, welches nach 3 h Vorinkubation noch unverminderte pharmakologische Aktivi-
tät aufweist [103]. 
2.1.3. Bestimmung der effektiven Einwirkzeit an NIH-0VCAR-3-Zellen 
In den Konzentrationen 2,5 und 5 /xmol/1 zeigte keiner der 10 getesteten Pt-Komplexe im 
Vergleich mit unbehandelten Kontollen nach einer Einwirkzeit von einer Stunde eine thera-
peutisch verwertbare Hemmung der Zellproliferation. 
Abhängig von der eingesetzten Konzentration müssen die Tumorzellen zwischen 3 und 6 h 
mit den jeweiligen Substanzen in Kontakt sein, um abgetötet zu werden [65, 66, 101, 103]. 
2.2. Wirkung von (-)-[l,2-Bis(2-hydroxyphenyl)eta^ am 
NIH-OVCAR-3-Tumor in der Nacktmaus 
Diese Verbindung erwies sich im Nacktmausmodell am subkutan wachsenden NIH-OV-
CAR-3 Tumor [126] in der maximal tolerierten Dosierung von 10 j^mol pro kg Körperge-
wicht bei i . p. Applikation (dreimal wöchentlich) als unwirksam [65, 70]. 
3. [1,2-Bis(fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Verbindungen 
An der murinen Leukämie P388 zeigen die stereoisomeren [l,2-Bis(fluorphenyl)ethylendia-
min]platin(II)-Komplexe ebenfalls hohe antineoplastische Aktivität in vivo [170, 251]. In 
vitro besitzen die diastereomeren [l,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe 
an der P388 D rZellinie mit Cisplatin vergleichbare Wirkung. 
Das Racemat verursacht den halb-maximalen Effekt, jedoch viel schneller als die entspre-
chende meso-konfigurierte Verbindung und Cisplatin. Da das Racemat durch einen kurzen 
Kontakt mit den Zellen den 3H-Thymidin-Einbau in ähnlichem Ausmaß hemmt wie durch 
eine 48-stündige Dauerinkubation, wurde eine schnelle Aufnahme des Racemates in die 
Zellen vermutet [167]. 
Durch die Überführung der [l,2-Bis(fluorphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II)-Komplexe 
in die Diaqua-Derivate wurde, wie schon erwähnt, versucht, die geringe Wasserlöslichkeit 
der Dichloro-Komplexe zu erhöhen [166]. 
Die diastereomeren Diaqua[l ,2-bis(fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe [166] 
bewirken eine starke Hemmung des MXT (M 3.2) Mammakarzinom der B6D2Fj Maus. Im 
Gegensatz zu den Racematen sind die meso-konfigurierten Verbindungen auch gegen das 
hormonunabhängige MXT (M 3.2)-OVEX Mammakarzinom der B6D2Fj Maus aktiv [217]. 
Substanzen, die sowohl an ER-positiven als auch an ER-negativen Mammakarzinomen wir-
ken, können von großem therapeutischen Wert sein, denn sie sollten die Resistenzentwick-
lung, welche bei einer Hormontherapie durch die Proliferation hormonunabhängiger Tu-
morzellklone entsteht, verzögern oder sogar verhindern können [104, 217]. 
Außerdem ist das Racemat an einer Sublinie der L1210-Leukämie der Maus, die 100-fach 
resistent gegen Cisplatin ist, hoch aktiv [167, 251]. 
3.1. Wirkung am Ovarialkarzinom 
An beiden Ovarialkarzinomzellinien waren alle untersuchten (1,2-Diphenylethylendiamin)-
platin(II)-Komplexe schlechter wirksam als Cisplatin [63]. An der SK-OV-3-Linie sind die 
untersuchten Pt-Komplexe nur wenig aktiv. 
3.2. Struktur-Wirkungsbeziehungen am menschlichen Mammakarzinom 
Mit dem entwickelten Chemosensitivitätstest [34] wurde die Wirkung der diastereomeren 
2-, 3- und 4-Fluor-substituierten Dichloro- und Diaqua-Komplexe an 4 Zellinien untersucht 
[63], 
Die Cisplatin-Analoga wurden in drei verschiedenen Konzentrationen im Dauerinkubations-
versuch eingesetzt. Dabei waren zwischen den Zellinien die gleichen Sensitivitätsabstufun-
gen zu beobachten wie im Falle etablierter Chemotherapeutika [34, 63]. Bei den Mamma-
karzinomzellinien waren die Unterschiede zwischen T-47-D, ZR-75-1 und MCF-7 nicht 
sehr ausgeprägt, die MDA-MB-231 Linie reagierte aber deutlich weniger empfindlich. 
Die Komplexe mit Fluor in para-Stellung waren i . d. R. an allen untersuchten Zellinien 
stärker wirksam als die 2F- und 3F- substituierten Komplexe. 
Mit Ausnahme der ZR-75-1 Linie waren die racemischen [l,2-Bis(fluorphenyl)ethylendia-
min]platin(II)-Komplexe den entsprechenden meso-konfigurierten Verbindungen bezüglich 
ihrer proliferationshemmenden Wirkung meist überlegen. 
Bei der Variation der Abgangsgruppen, bzw. der Gegenionen waren die Dichloro-Komplexe 
wirksamer (an MCF-7, T-47-D und MDA-MB-231) oder zumindest gleich wirksam (an 
ZR-75-1) wie die entsprechenden Diaqua-Komplexen. Die Diaqua[l,2-bis(2-fluorphenyl)-
ethylendiamin]platin(II) Sulfate sind jedoch eine Ausnahme, da sie in manchen Fällen bes-
ser wirkten als die analogen Dichloro-Komplexe [63]. 
Durch die Enantiomerentrennung von [l,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin-
(II) konnte keine Wirkungssteigerung erzielt werden [99]. 
Die 4F-substituierten Komplexe waren Cisplatin an allen Mammakarzinomzellinien überle-
gen [63]. 
3.3. [1,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe 
3.3.1. Inaktivierung im Kulturmedium 
Mit den para-Fluor-substituierten Komplexen wurden detaillierte Untersuchungen über die 
Substanzinaktivierung im Kulturmedium, die effektive Einwirkzeit und die Anreicherung 
der Komplexe in den Zellen durchgeführt [63, 102, 104, 121]. 
Die Diaqua-Komplexe reagierten schneller mit Bestandteilen des Kulturmediums ab als die 
analogen Dichloro-Komplexe. Das Racemat und die meso-konfigurierte Verbindung wurden 
mit gleicher Geschwindigkeit inaktiviert. Die diastereomeren Dichloro-Komplexe waren, 
genau wie Cisplatin, nach einer 6-stündigen Inkubation im Kulturmedium noch vollständig 
aktiv [102, 104]. 
3.3.2. Ermittlung der effektiven Einwirkzeit an der menschlichen MCF-7-Brustkrebs-
zellinie 
Durch Kurzzeitexposition der Tumorzellen mit Wirkstoff konnte nachgewiesen werden, daß 
die 4F-substituierten Racemate am MCF-7-Mammakarzinom die Hemmung der Zellprolife-
ration bereits nach kürzeren Einwirkzeiten verursachen als die entsprechenden meso-konfi-
gurierten Komplexe und Cisplatin [102, 104]. 
Während im Fall der schnell wirkenden Racemate zwischen dem Diaqua- und dem Di-
chloro-Komplex bezüglich des Wirkungseintrittes kein Unterschied zu beobachten war, 
benötigte bei den meso-konfigurierten Verbindungen der Diaqua-Komplex, der durch Be-
standteile des Kulturmediums schnell inaktiviert wurde, einen wesentlich längeren Kontakt, 
um die maximale Hemmung zu bewirken. 
3.3.4. Antitumorwirkung im Nacktmausmodell 
Im krassen Gegensatz zu den in-vitro-Ergebnissen waren die [l,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylen-
diamin]platin(II)-Komplexe und Cisplatin an den menschlichen Mammakarzinom- (ZR-75-1 
und MCF-7 [125]) und Ovarialkarzinom-Modellen (SK-OV-3 und NIH-OVCAR-3 [126]) 
in der thymusaplastischen NMRI (nu/nu) Maus inaktiv [63, 70, 102, 104], 
4. Plasmaspiegel nach einmaliger i. p. Applikation 
Zur Aufklärung der Diskrepanzen zwischen der antineoplastischen Wirkung der [1,2-Bis(4-
fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe in vitro und in vivo wurde die Pharmakoki-
netik von r-4F-PtS04, m-4F-PtS04, m-2,6Cl2-4-OH-PtS04 und Cisplatin in der NMRI 
(nu/nu) Maus über einen Zeitraum von 72 h ermittelt. Außerdem wurde die Plasmaprotein-
bindung der Platinkomplexe durch Ultrafiltration unter Verwendung von Centricon Mikro-
konzentratoren mit einer Ausschlußgröße von 10000 Dalton bestimmt [63, 102, 121]. 
Nach einer einzelnen intraperitonealen Applikation von 10 jumol Platinkomplex pro kg Kör-
pergewicht werden maximale Plasmakonzentrationen von etwa 14-22 /*mol/l erreicht [63, 
121]. Im Falle von Cisplatin treten die höchsten Plasmakonzentrationen (18 /xmol/1) bereits 
15 min nach der Applikation auf und fällt dann relativ schnell wieder ab [63, 121, 138]. 
Für r-4F-PtS04 , m-4F-PtS04 und m-2,6Cl2-4-OH-PtS04 werden die maximalen Plasma-
konzentrationen erst nach 4 bis 8 h beobachtet. 
Der Hauptanteil der Platinkomplexe ist aber an Plasmaproteine gebunden und dadurch in-
aktiviert. Im Fall der diastereomeren Diaqua[l,2-bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-
Sulfate ergab die Platinbestimmung mittels NAA und AAS, daß in kurzer Zeit etwa 98% 
des Platins proteingebunden vorliegen [63, 102, 121]. Beim Cisplatin sind das unter den 
selben Bedingungen 94%. 
Die Konzentrationen an freiem Wirkstoff, die in vitro für die zytozide, bzw. zytostatische 
Wirkung an menschlichen Tumormodellen notwendig sind (zwischen 1 und 5 /xmol/1), wer-
den nach Applikation der maximal tolerierten Dosis in vivo nicht erreicht. 
Bei den Dichloro-Komplexen sind die Verhältnisse i . a. noch ungünstiger, da diese Verbin-
dungen aufgrund ihrer geringereren Wasserlöslichkeit wesentlich schlechter resorbiert wer-
den [121]. 
5. Entwicklung einer wasserlöslichen Arzneiform 
Im Gegensatz zu den etwas besser wasserlöslichen, aber toxischen Nitrat- und Sulfat-Deri-
vaten (D-17446-N03 bzw. D-17446-S04) war der racemische [l,2-bis(4-fluorphenyl)ethy-
lendiamin]dichloroplatin(II)-Komplex (D-17446 [102]), der in Suspension eingesetzt werden 
mußte, auch am murinen MXT-Mammakarzinom in vivo unwirksam [217]. 
Unter Verwendung des Hilfsstoffs Pluronic F68 alleine oder in Kombination mit Harnstoff, 
gelang die Herstellung eines parenteral verabreichbaren fein dispersen Hydrosols (Partikel-
durchmesser ca. 0,2 /xm) mit einer maximalen Wirkstoffkonzentration von 25 mg/ml [252]. 
Die Wirkungsprüfung am hormonsensitiven MXT-Brustkrebsmodell ergab jetzt eine Dosis-
abhängige Hemmung des Tumorwachstums durch beide Formulierungen [70, 252]. 
Ein weiterer Vorteil der Hydrosole liegt in ihrer guten Verträglichkeit [69, 70, 252]. Auf-
grund dessen kann die Dosis gesteigert und die Antitumorwirkung evtl. noch weiter ver-
bessert werden. 
6. Bindung an Serumalbumin 
Viele Wirkstoffe werden, nachdem sie in den Kreislauf gelangt sind, von Erythrozyten und 
makromolekularen Bestandteilen des Blutes gebunden und sind in dieser Form biologisch 
inaktiv [253]. Einerseits können kationische Verbindungen mit den negativen Oberflächen-
ladungen der roten Blutkörperchen Wechsel wirken, andererseits können lipophile Substan-
zen die Zellmembran durchdringen und wie z. B. im Fall von Serotonin durch Bindung an 
Hämoglobin intrazellulär angereichert werden [253]. 
Daß auch Platinkomplexe durch die Zytoplasmamembran ins Innere von Erythrozyten ge-
langen, wurde sowohl für Cisplatin als auch für verschiedene Diphenylethylendiaminpla-
tin(II)-Derivate gezeigt [121, 171]. 
Die meisten Pharmaka werden im Plasma in mehr oder weniger starkem Ausmaß reversibel 
an Proteine, d. h. insbesondere an Albumin, gebunden [253-255]. Dafür sind neben ioni-
schen v. a. hydrophobe Wechselwirkungen verantwortlich [253]. Im therapeutischen Kon-
zentrationsbereich ist für die Mehrzahl der Wirkstoffe der gebundene Anteil, der mit dem 
freien Anteil im Gleichgewicht steht, konstant und wird in der Praxis prozentual angegeben. 
Zur Bedeutung der Proteinbindung für die Pharmakokinetik und Wirkung eines Arzneistoffs 
sei auf die entsprechende Literatur verwiesen [253-255]. 
Es ist schon länger bekannt, daß Cisplatin an Albumin bindet [146, 147, 256]. Ausgehend 
von der Vorstellung, daß wie bei den meisten Pharmaka beim Absinken des freien 
Wirkstoffspiegels auch Platin-Komplexe aus der Proteinbindung freigesetzt werden, wurde 
sogar versucht, an Albumin gebundenes Cisplatin als Depotform therapeutisch einzusetzen 
[257]. 
Die Freisetzung von an Serumalbumin gebundenen Kationen durch Platin-Aqua-Spezies, 
deutet darauf hin, daß an der Bindung auch ionische Wechselwirkungen beteiligt sind [258]. 
Die Verdrängung des Magnesiums aus der Proteinbindung ist besonders kritisch, da es für 
diesen Mineralstoff außer Serumalbumin kein anderes Reservoir gibt und die freien Ionen 
schnell ausgeschieden werden. Darum muß bei Patienten, die mit Cisplatin behandelt wer-
den, nicht nur der Magnesiumgehalt im Serum ständig kontrolliert, sondern auch der Ver-
lust durch eine entsprechende Diät, z. B. Nüsse und Hülsenfrüchte, ausgeglichen werden 
[259]. 
Im Gegensatz zu den meisten Pharmaka ist die Bindung von Cisplatin-Analoga an Serumal-
bumin nur relativ kurze Zeit reversibel, da das Platin, in Abhängigkeit von der Art der Ab-
gangsgruppe, früher oder später mit nukleophilen Zentren des Proteins irreversibel reagiert 
[146, 147, 256]. Dies wurde auch für verschieden substituierte Diphenylethylendiaminpla-
tin(II)-Komplexe mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse [253] direkt nachgewiesen [121]. 
Zur Untersuchung der Geschwindigkeit der Bindung wurden Serumalbuminlösungen mit 
einer Proteinkonzentration von 3,4 und 34 mg/ml verwendet [102, 121]. Interessanterweise 
sind Geschwindigkeit und Ausmaß der Bindung abhängig von der Proteinkonzentration, 
obwohl Serumalbumin in beiden Fällen im Überschuß vorliegt. 
Ein Vergleich der mit diesem Modellsystem gewonnenen Daten mit Ergebnissen von Mes-
sungen, die unter Zellkultur- bzw. in-vivo-Bedingungen durchgeführt worden sind, ergab 
mit Ausnahme von Cisplatin eine gute Übereinstimmung. Beim Cisplatin war das Ausmaß 
der Proteinbindung in vivo größer als im Modellexperiment [121]. Aus diesem Befund kann 
geschlossen werden, daß Cisplatin in vivo nicht nur an Serumalbumin, sondern auch an an-
dere Plasmaproteine gebunden wird. Aufgrund ihrer höheren Lipophilie werden die Diphe-
nylethylendiaminplatin(II)-Komplexe zunächst aufgrund hydrophober Wechselwirkungen 
bevorzugt an Serumalbumin gebunden. 
Mit Ausnahme von [meso-1,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]platin(II), 
das ungewöhnlich schnell gebunden wird, haben weder Art noch Konfiguration des Dia-
minliganden einen merklichen Einfluß auf die Geschwindigkeit der Bindung [121]. 
Im Gegensatz dazu besteht aber eine eindeutige Abhängigkeit von der Art der Abgangs-
gruppe [102, 121]. Die Geschwindigkeit der Bindung nimmt in der Reihenfolge Cyclobu-
tandicarboxylat < < Cl" = B r < S04" < < I~ zu. Die Hydrosole von D-17446 unterschei-
den sich hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens an Serumalbumin vom analogen Dichlorode-
rivat D-17446 nicht. 
Geht man von der Vorstellung aus, daß eine Erhöhung der Konzentration an freiem Kom-
plex, welche mit der Konzentration am Wirkort im Gleichgewicht steht, zu einer Wirkungs-
verstärkung führt, dann wird die Bedeutung von Cisplatin-Analogen, die relativ schlecht an 
Proteine gebunden werden, sofort klar. Angenommen, ein Platinkomplex wie etwa D-
17446, der im Plasma vorübergehend eine Gleichgewichtskonzentration von 20 /xmol/1 er-
reicht, läge zu 98 % an Protein gebunden vor. Die freie Konzentration würde dann 0,4 
jumol/1 betragen. Wenn durch Einführung der Cyclobutandicarboxylato-Abgangsgruppe der 
an Protein gebundene Anteil auf 70% abnimmt, hätte das eine 15-fache Erhöhung der Kon-
zentration an freiem D-17446-Carb zur Folge. Vorausgesetzt, daß dadurch weder Absorp-
tion noch Elimination verändert werden [255], läge der freie Plasmaspiegel dann mit 6 
/xmol/1 im zytoziden Konzentrationsbereich. 
7. Aufnahme in Tumorzellen 
Die Frage, ob l,2-Diphenylethylendiaminplatin(II)-Komplexe, gemäß dem ursprünglich 
formulierten "Drug-Targeting-Konzept" [156, 235] in verschiedenen menschlichen Brust-
krebs- (MCF-7, MDA-MB-231) und Ovarialkarzinomzellen (NIH-OVCAR-3- und SK-OV-
3) angereichert werden, wurde mit Hilfe der Neutronenaktivierungsanalyse und der 
Atomabsorptionsspektroskopie beantwortet [63, 102, 104, 121, 171]. 
Tatsächlich wurde für einige Diphenylethylendiaminplatin(II)-Derivate im Gegensatz zu 
Cis- und Carboplatin in diesen Tumorzellen eine starke (maximal 70-fache) Anreicherung 
nachgewiesen [121]. Da ausschließlich solche Cisplatin-Analoga bevorzugt aufgenommen 
werden, die weder ER-Affinität noch hormonelle Eigenschaften besitzen, ist es unwahr-
scheinlich, daß die intrazelluläre Akkumulation vom Östrogenrezeptor vermittelt wird. 
7.1. Beziehungen zwischen Struktur, Anreicherung und Antitumorwirkung 
Aufnahmegeschwindigkeit und Ausmaß der intrazellulären Pt-Anreicherung variieren ab-
hängig vom jeweiligen Neutralliganden und der Abgangsgruppe sehr stark [63, 102, 104, 
121, 171]. 
Sie werden bestimmt durch: 
(I) die Art, Position und Anzahl der Ringsubstituenten sowie die Konfiguration des 1,2-Di-
phenylethylendiamin-Liganden. Komplexe mit einer OH-Guppe im Phenylring werden 
schlechter aufgenommen als monofluorierte Verbindungen. Die Cisplatin-Analoga mit Fluor 
in para-Stellung werden stärker akkumuliert als ihre ortho-Isomeren [121]. Die Einführung 
weiterer Ringsubstituenten, gleichgültig ob OH oder Halogen, führt, mit Ausnahme des 
2,6-Difluorderivats, zu einer deutlichen Verschlechterung der intrazellulären Anreicherung 
[121]. Racemische Komplexe werden im Vergleich zu den entsprechenden meso-konfigu-
rierten Diastereomeren bevorzugt aufgenommen [63, 102, 104, 121]. 
(II) die Beschaffenheit der Abgangsgruppe. Die Aufnahme steigt bei konstantem [meso-1,2-
Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]-Liganden in der Reihenfolge I- < Cyclobutandicarboxylat 
< Br = S0 4- = Cl- an [121]. 
Interessanterweise ist, im Gegensatz zu Carboplatin [77, 260], D-17446-Carb (in DMF ge-
löst) im Chemosensitivitätstest hochwirksam [121], obwohl die intrazelluläre Akkumulation 
dieser Verbindung im Vergleich zu den entsprechenden Dichloro- und Diaqua-Derivaten 
geringer ist [121]. Gegenüber Cisplatin und Carboplatin wird aber D-17446-Carb bei-
spielsweise von MCF-7-Zellen immer noch etwa 5-fach angereichert. 
Das Aufnahmeverhalten der Hydrosole unterscheidet sich nicht von dem des entsprechenden 
Dichloroderivats D-17446. 
Abgesehen von wenigen Ausnahmen (insbesondere Cisplatin) korreliert die Antitumorakti-
vität der untersuchten Cisplatin-Analoga mit ihrer intrazellulären Anreicherung [121]. Die 
Sensitivität der Tumorzellinien nimmt in der Reihenfolge MCF-7 > MDA-MB-231 > 
NIH-OVCAR-3 > SK-OV-3 ab. 
Während die intrazelluläre Platin-Konzentration für Cisplatin, Carboplatin und D-17446-
Carb linear mit der Inkubationszeit ansteigt, erreicht die intrazelluläre Anreicherung der 
meisten (l,2-Diphenylethylendiamin)platin(II)-Komplexe einen Plateauwert [104, 121]. 
Carriersysteme sind u. a. dadurch gekennzeichnet, daß sie meist in der Lage sind, zwischen 
diastereomeren oder sogar enantiomeren Molekülen zu unterscheiden [261]. Das unter-
schiedliche Aufnahmeverhalten der physikochemisch sehr ähnlichen diastereomeren 4-F-
substituierten Verbindungen deutet daher darauf hin, daß diese Komplexe überwiegend 
durch ein solches spezifisches Transportsystem in die Zellen aufgenommen werden [63, 
102, 104, 121, 171]. 
Einen zusätzlichen Hinweis auf die Beteiligung eines Carriers liefern Untersuchungen zur 
Aufnahme von D-17446-S04 in Salzlösungen, die Sulfat als einziges Anion enthalten. Es 
wurde fesgestellt, daß sich die Aufnahme dieses Komplexes unter diesen Bedingungen nicht 
von derjenigen in kompliziert zusammengesetzten Zellkulturmedien unterscheidet. Da da-
von ausgegangen werden muß, daß dieser Komplex in solchen Lösungen als Kation vorliegt 
und geladene Verbindungen nur in sehr beschränktem Maße in der Lage sind, durch die 
Zytoplasmamembran zu diffundieren, ist die Beteiligung von Carriermolekülen wahr-
scheinlich. 
Wäre die Aufnahme dieser Cisplatin-Analoga auf passive Diffusion zurückzuführen, dann 
müßte die Anreicherung mit steigender Lipophilie der Komplexe zunehmen [261]. Der Be-
fund, daß eine Erhöhung der Lipophilie durch Einführung hydrophober Ringsubstituenten 
oder Abgangsgruppen zu einer deutlichen Verringerung der Anreicherung führt, stützt eben-
falls die Annahme, daß die Diffusion - im Gegensatz zu Cis- und Carboplatin - für die Ak-
kumulation der [l,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe eine untergeord-
nete Rolle spielt [121]. 
7.2. Untersuchungen zur Charakterisierung des Transportsystems 
Der direkte Beweis für die Beteiligung eines Carriers kann jedoch aufgrund der sehr gerin-
gen Wasserlöslichkeit der [1,2-Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe mit 
den üblichen Methoden, d. h. einer Absättigung der Transportkapazität, nicht geführt wer-
den [121]. 
Es wurde aber ausgeschlossen, daß es sich bei der beobachteten Akkumulation um einen 
primären aktiven Transport [262] handelt, da die Platinaufnahme durch eine Absenkung des 
intrazellulären ATP-Spiegels nicht beeinflußt wird [121]. 
Im Gegensatz dazu wird sowohl durch Quabain als auch durch eine Absenkung der extrazel-
lulären Na+-Konzentration die Aufnahme in die Zellen erniedrigt. Diese Effekte sind jedoch 
nicht groß genug, um die gesamte Anreicherung der racemischen [l,2-Bis(4-fluorphe-
nyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplexe auf ein sog. sekundäres aktives Transportsystem 
[262] zurückzuführen. 
Vielmehr scheinen für die intrazelluläre Anreicherung mehrere sich überlagernde Prozesse, 
d. h. energieunabhängige passive bzw. erleichterte Diffusion und energieabhängiger aktiver 
Transport (Energielieferant ist das elektrochemische Potential des Na+-Gradienten), verant-
wortlich zu sein [121]. 
8. Platinierung von DNA in MCF-7-Zellen 
Die Tatsache, daß Platinkomplexe prinzipell mit DNA reagieren und auch in der Lage sind 
Crosslinks auszubilden, ist noch keine ausreichende Voraussetzung für Antitumoraktivität 
[263]. 
Messungen der Platingehalte von DNA aus MCF-7-Brustkrebszellen, die mit Cisplatin und 
unterschiedlich substituierten Diaqua(l,2-diphenylethylendiamin)platin(II)-Komplexen be-
handelt worden waren, ergaben keine Korrelation der Antitumorwirkung mit dem Ausmaß 
der DNA-Platinierung [104]. 
Am deutlichsten zeigt sich diese Diskrepanz bei Cisplatin und [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-
hydroxyphenyl)ethylendiamin]sulfatoplatin(II). Obwohl letztere Verbindung im Chemosen-
sitivitätstest unwirksam ist, liegt der Platingehalt der DNA nach 24-stündiger Exposition der 
Zellen im Vergleich zu Cisplatin, das eine ausgeprägte Antitumoraktivität besitzt, nur un-
wesentlich (um den Faktor 1,3) niedriger [104]. 
Aufgrund dieser Untersuchungen und der Ergebnisse der nachfolgend beschriebenen Muta-
genitätstests, scheinen für die Antitumorwirkung eher die Qualität der Platin-DNA-Bindung 
und die Geschwindigkeit der Koordination [104] die kritischen Faktoren zu sein. Vermut-
lich sind aber für die Wirkung isomerer (l,2-Diphenylethylendiamin)platin(II)-Komplexe 
nicht nur Anzahl und Art der Platin-DNA-Addukte, sondern auch lokale Störungen der 
DNA-Struktur, die auf Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Strukturelementen (F, Cl 
oder OH) der Aminliganden beruhen, von Bedeutung. 
9. Toxizität und Mutagenität 
Obwohl ausführliche Studien über die akute und chronische Toxizität von (1,2-Diphenyl-
ethylendiamin)platin(II)-Komplexen bis jetzt noch ausstehen, gibt es dennoch Hinweise, daß 
einzelne Vertreter dieser Substanzklasse im Vergleich mit Cisplatin hinsichtlich der Dosis-
limitierenden Nebenwirkungen möglicherweise Vorteile besitzen [69, 70, 78, 244]. 
Besonders interessant erscheint in diesem Zusammenhang [meso-l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hy-
droxyphenyl)ethylendiamin]platin(II), eine Verbindung, die - trotz des Fehlens der für anti-
neoplastisch wirksame Cisplatin-Analoga charakteristischen in-vitro-Zytotoxizität [63, 104] 
- sogar bei peroraler Applikation [244] gegen hormonsensitive Nagertumoren in vivo 
hochwirksam ist [78, 156, 196, 197]. Im Gegensatz zu Cisplatin war bei diesem Platin-
komplex nach s. c. Injektionen über einen Zeitraum von 25 Wochen mit den üblichen histo-
pathologischen Methoden bei SD-Ratten keine Schädigung der Nieren nachweisbar [78, 
244]. Abgesehen von einer vorübergehenden, leichten normochromen Anämie wurden auch 
bei der Langzeittherapie keine Blutbild Veränderungen beobachtet [78, 244]. 
Das Auftreten von Sekundärtumoren als Folge einer Chemotherapie mit klassischen A l -
kylantien gilt inzwischen als gesichert [264]. In letzter Zeit werden sekundäre Leukämien 
auch mit der Cisplatin-Therapie primärer Malignome in Zusammenhang gebracht [264-
266]. Da aber Cisplatin in den allermeisten Fällen in Kombination mit anderen Chemothe-
rapeutika verwendet wird, ist bis jetzt noch unklar, ob Cisplatin alleine für die Entstehung 
von sekundären Krebsarten verantwortlich ist [267]. 
Die mutagenen und karzinogenen Eigenschaften von Cisplatin und den antineoplastisch 
wirksamen Cisplatin-Analoga sind allerdings sowohl in vitro als auch im Tierversuch ein-
deutig nachgewiesen [268-270]. 
Im Gegensatz dazu korreliert die Mutagenität unterschiedlich substituierter (1,2-Diphenyl-
ethylendiamin)platin(II)-Komplexe im Arnes-Test [271, 272] nicht in allen Fällen mit ihrer 
Antitumorwirkung [273]. 
Besonders interessant ist in dieser Hinsicht D-17446, ein Platinkomplex, der im Chemo-
sensitivitätstest gegenüber menschlichen Mamma-, Ovarial- und Prostatakarzinom-Zellinien 
hochaktiv ist [63, 77, 102, 104] im Arnes-Test aber nur schwach mutagen wirkt [273]. Im 
Gegensatz dazu ist der isomere Platinkomplex mit Fluor in ortho-Stellung bei etwa ver-
gleichbarer Antitumoraktivität [63, 273] stark mutagen. 
Im Rahmen einer Diplomarbeit wird zur Zeit der Einfluß der Struktur des Aminliganden auf 
die Mutagenität und Antitumorwirkung der (l,2-Diphenylethylendiamin)platin(II)-Kom-
plexe näher untersucht [273]. Da bei der Bearbeitung dieser Fragestellung aufgrund der 
speziellen physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser Cisplatin-Analoga herkömmliche 
Methoden (z. B. Ethidiumbromid-Fluoreszenz, alkalische Elution) versagten [121], werden 
jetzt biochemische und molekularbiologische Techniken eingesetzt [274]. 
10. Kombination mit anderen Wirkstoffen 
Für die Bewertung potentieller Chemotherapeutika spielt auch die Kombinationsmöglichkeit 
mit anderen Medikamenten eine Rolle [15]. 
10.1. Buthioninsulfoximin 
D,L-Buthionin-(S,R)-sulfoximin (BSO) [275] hemmt die gamma-Glutamylcystein-Synthe-
tase, das Schlüsselenzym der Gluthationbiosynthese, wodurch der intrazelluläre GSH-Spie-
gel erniedrigt und die Resistenz bestimmter Tumoren, insbesondere Ovarialkarzinome 
[221], gegenüber Alkylantien oder Platinkomplexen gelegentlich durchbrochen wird [46, 
47, 218, 219]. 
10.1.1. (-)-[l ,2-Bis(2-hydroxyphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) und 
threo-[l-(3-Hydroxyphenyl)-2-phenylethylendiamin]dichloroplatin(II) 
Es konnte gezeigt werden, daß durch Vorinkubation von SK-OV-3-Zellen mit BSO eine 
Sensibilisierung der Zellen gegen bestimmte Platinkomplexe erreicht werden kann. Die 
Kombination von (-)-di-2-OH bzw. von threo-3-OH führt in vitro zu überadditiven Hem-
mungen [65, 66, 101, 103]. 
10.1.2. [1,2-Bis(fluorphenyl)ethylendiamin]platin(II)-Komplex 
An der Ovarialkarzinomzellinie SK-OV-3 und an der Mammakarzinomzellinie MCF-7 
wurde der Einfluß einer Reduktion des GSH-Spiegels auf die proliferationshemmende Wir-
kung der 2F- und 4F- substituierten Racemate und Cisplatin ebenfalls untersucht. 
Nach einer Reduktion des intrazellulären Glutathionspiegels mittels BSO wurde an der 
Ovarialkarzinom-Zellinie SK-OV-3 für die 2F- und 4F-substituierten Racemate eine gravie-
rende Wirkungsverbesserung erzielt [63]. Da diese Steigerung für Diaqua[l,2-bis(2-fluor-
phenyl)ethylendiamin]platin(II) Sulfat besonders stark ausgeprägt war, könnte diese Verbin-
dung in Kombination mit BSO für die Therapie des Ovarialkarzinoms interessant sein [276]. 
10.2. Miltefosine 
Miltefosine, ein neues Alkylphosphocholin-Derivat ist in vivo v. a. gegen autochthone hor-
monsensitive Nagertumoren (Dimethylbenz[a]anthrazen- und Methylnitrosoharnstoff- indu-
zierter Brustkrebs der Ratte), wirksam [277, 278]. Bei der Phase-I-Prüfung dieser Verbin-
dung wurde nach topischer Applikation eine Reduktion von Brustkrebsmetastasen festge-
stellt. Inzwischen ist das Präparat in der BRD für diese Indikation zugelassen. 
In in-vivo-Untersuchungen am MXT-M3.2-Mammakarzinom der Maus wurde die selektive 
Antitumorwirkung von Miltefosine gegen hormonsensitive Tumoren bestätigt [279]. Die 
hormonunabhängige Variante dieses Transplantationstumors (MXT M3.2-Ovex) wird durch 
systemische Verabreichung von Miltefosine in ihrem Wachstum nicht beeinflußt [279]. 
Darüberhinaus konnte gezeigt werden, daß die Antitumorwirkung von Platinkomplexen -
wie auch für strukturell verwandte Lysophospholipide beschrieben [280, 281] - durch 
gleichzeitige Gabe von Miltefosine gesteigert wird [279]. Besonders erwähnenswert ist die 
Tatsache, daß die wirksamen Kombinationen von Miltefosine und Cisplatin bzw. [meso-
l,2-Bis(2,6-dichlor-4-hydroxyphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) sehr gut verträglich 
sind. [279]. 
10.3. Neopermease 
Bei Neopermease handelt es sich um eine Arzneimittelzubereitung aus Hyaluronidase, einer 
endo-N-Acetylhexosaminidase aus Rinderhoden und Gelatine als Träger. Das Präparat wird 
zur Unterstützung klassischer Chemotherapiemaßnahmen bei bestimmten Tumorerkrankun-
gen klinisch eingesetzt [282-284]. 
Auf der Suche nach neuen Indikationsgebieten wurde die Antitumorwirkung von Neoper-
mease an diversen Mammakarzinommodellen in Kombination mit verschieden Zytostatika 
(u. a. Adriamycin und Platinkomplexe) untersucht [42, 64]. 
Während die Kombination von hochdosierter Hyaluronidase und Adriamycin zu einer Wir-
kungssteigerung am MXT-M3.2-Mammakarzinom in vitro und in vivo zu einer Erhöhung 
der Anthracyclin-Wirkung führte [42, 64], wurde die Antitumorwirkung von Platinkomple-
xen eher herabgesetzt [64]. Dies ist bei gleichzeitiger Applikation der Platinkomplexe wahr-
scheinlich auf die Reaktion der Platins mit dem Enzym bzw. dem Träger Gelatine zurück-
zuführen. 
Bei der regionalen Perfusion des malignen Melanoms [42, 285] könnte die bei gleichzeitiger 
Applikation beobachtete Inaktivierung von Platinkomplexen durch eine zeitlich versetzte 
Verabreichung von Neopermease eventuell umgangen werden. 
VIEL Schlußfolgerungen 
Beim Auffinden neuartiger pharmakodynamisch aktiver Strukturen ist man bisher beinahe 
ausschließlich nach dem "trial- and error"-Verfahren vorgegangen. Dieses Prinzip beruht 
darauf, daß neue Substanzen beliebig synthetisiert und dann einem allgemeinen, sog. blin-
den Screening unterworfen werden [287, 288]. Für das Funktionieren dieses Konzepts war 
die Verfügbarkeit einer Vielzahl von Verbindungen erforderlich, so daß die chemische 
Synthese bei der Arzneimittelentwicklung zwangsläufig einen breiten Raum einnahm. Diese 
Vorgehensweise ist allerdings äußerst ineffektiv, da dabei durchschnittlich nur jede zehntau-
sendste Verbindung bis zur Marktreife gelangt. 
Zwar war die Arzneimittelforschung als multidisziplinäre Wissenschaft im Grunde seit jeher 
auf eine enge Kooperation von präparativ arbeitenden Chemikern, Pharmakologen, Bakte-
riologen, Parasitologen, Pharmazeuten und anderen Spezialisten wie Mathematiker, Physi-
kochemiker, Immunologen, Pathologen, Biochemiker und Toxikologen angewiesen, der 
Schwerpunkt lag aber, wie bereits erwähnt, bis vor einigen Jahren auf der chemischen 
Synthese [286]. 
Während früher bei der Suche nach therapeutisch interessanten neuen Strukturen meistens 
der Zufall eine große Rolle gepielt hat [287], werden seit etwa zwei Jahrzehnten zunehmend 
Verfahren eingesetzt, welche eine rationalere Wirkstoffsuche erlauben [288-290]. 
Die Folge davon ist, daß die Arzneimittelforschung heute in einem grundlegenden Wandel 
begriffen ist. Das so lange betriebene "blinde Screening" einer Unmenge neuer, mehr oder 
weniger zufällig synthetisierter chemischer Substanzen gehört immer mehr der Vergangen-
heit an. Das Schlagwort in der Pharmazeutischen Chemie heißt heute "rationales Drug-de-
sign", d. h. das "Maßschneidern" eines Medikaments [287-293]. 
Eine der wichtigsten Voraussetzungen hierfür ist die Kenntnis quantitativer Zusammenhänge 
zwischen chemischer Struktur und pharmakologischer Wirkung einer Verbindung [291-
293]. 
Für quantitative Struktur-Wirkungs-Analysen (QSAR) ist neben der Kenntnis physikalisch-
chemischer Parameter die Erhebung exakter biologischer Daten unabdingbar. Für die Ge-
winnung biologischer Daten ist wiederum die Verfügbarkeit effizienter präklinischer Test-
systeme, welche für den jeweiligen Spezialfall entwickelt und optimiert worden sind, Vor-
aussetzung. Daher gewinnen in der Pharmazeutischen Chemie instrumentelle und biochemi-
sche Analyseverfahren in Kombination mit zellbiologischen und molekularbiologischen 
Techniken immer mehr an Bedeutung. 
Wie eine moderne Arzneimittelentwicklung für die Krebstherapie heute aussehen kann, 
wurde im ersten Teil dieser Arbeit ausführlich geschildert. 
Durch die Anwendung dieser modernen Testmethoden wurden bei der Suche nach wirksa-
meren Cisplatin-Analoga interessante Leitstrukturen identifiziert und weiter optimiert. We-
gen seiner hohen Anreicherung in Tumorzellen [63, 102, 104, 121, 171] ist racem-[l,2-
Bis(4-fluorphenyl)ethylendiamin]dichloroplatin(II) (D-17446) eine der erfolgversprechend-
sten neuartigen Verbindungen. In dieser Form ist sie jedoch noch kein Kandidat für die 
klinische Prüfung, da sie kaum wasserlöslich ist und zu einem hohen Anteil irreversibel an 
Plasmaproteine gebunden wird [63, 102, 121]. 
Mit Einführung von 1,1 '-Cyclobutandicarboxylat als Abgangsgruppe ist es gelungen, das 
Proteinbindungsvermögen herabzusetzen. Die Wasserlöslichkeit von D17446-Carb ist je-
doch für eine in-vivo-Antitumorwirkung immer noch zu gering. Wenn es - wie am Beispiel 
von D-17446 gezeigt - gelingt, auch D-17446-Carb in eine wasserlösliche Arzneiform 
(beispielsweise ein Hydrosol [121, 252]) zu überführen, ist nach unserem heutigen Kennt-
nisstand davon auszugehen, daß dieser neuartige Platinkomplex entsprechend den in-vitro-
Daten auch bei Cisplatin-resistenten menschlichen epithelialen Tumoren wie Mamma-, 
Ovarial- und Prostatakarzinom auch in vivo antineoplastische Aktivität entfaltet. 
Im Rahmen dieser Arbeiten hat sich gezeigt, daß eine relativ kleine Arbeitsgruppe, in der 
Wissenschaftler aus unterschiedlichen Fachbereichen optimal zusammenarbeiten, durchaus 
in der Lage sein kann, eine Arzneimittelentwicklung bis hin zur klinischen Prüfung voran-
zutreiben, und daß dieses Forschungsgebiet nicht nur der pharmazeutischen Industrie vorbe-
halten ist. 
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